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RESUMEN

En Argentina, el sudeste de la provincia de Buenos Aires produce alrededor de la
mitad del volumen nacional de kiwi (Actinidia chinensis var. deliciosa cv. ‘Hayward’),
abasteciendo el mercado interno desde mayo a diciembre, para lo cual gran parte de
la produccion se debe conservar en camaras de frio. Durante el almacenamiento se
producen pérdidas por ablandamiento excesivo del fruto y por podredumbres, siendo
Botrytis cinerea uno de los mayores agentes causales. Los fosfitos son reconocidos
como inductores de defensa vegetal y constituyen una estrategia para el control de
enfermedades en especies horticolas y frutales, pero la informacién es limitada en
kiwi. En esta Tesis se evalué la aplicacion foliar de fosfito de potasio (KPhi) Afital (30%
P.Os, 20% K;O) al 0,3%, en diferentes estados fenoldgicos: 1) prefloracion; 2)
desarrollo del fruto, que consté de una aplicacion semanal a partir de los 100 dias
desde plena floracién, con 6 aplicaciones en total; 3) tratamiento combinado, con
aplicaciones en prefloracién + desarrollo del fruto; 4) control sin fosfitos. En un tercer
afo, se repitié el asperjado durante el desarrollo del fruto, se evaluo la inmersion de la
fruta en KPhi (1%) y la combinacién de ambos tratamientos, contando con fruta sin
KPhi como control. Se determino el efecto de los tratamientos sobre los indices de
madurez del fruto en términos de: firmeza (con penetrometro, en N) y color de pulpa
(por colorimetria), contenido de sélidos solubles totales (°Brix), acidez titulable (por
titulacion 4&cido-base), produccién de etileno y tasa respiratoria (cromatografia
gaseosa). Por espectrofotometria se midié el contenido de acido ascérbico, fenoles
totales, flavonoides, clorofila, carotenoides y la capacidad antioxidante total (DPPH y
FRAP). Todos los andlisis se realizaron el dia de la cosecha, al finalizar 4 meses de
almacenamiento en frio (0 + 0,5°C, 95% HR) y al final de la vida comercial (7 dias a
20 = 2°C, 90% HR). Por otra parte, la incidencia y severidad de la podredumbre gris
fueron evaluadas en frutos tratados y no tratados con KPhi e inoculados con B.
cinerea. También se midi6 el efecto de los tratamientos sobre el contenido de lignina
en la pulpa (espectrofotometria) y el espesor de la piel del fruto (microscopia). Las
aplicaciones de KPhi, tanto en precosecha como en poscosecha, redujeron la
produccion de etileno y la tasa respiratoria y retrasaron el ablandamiento de los frutos
al finalizar el almacenamiento y la vida comercial, sin modificar los atributos
sensoriales. Ademas, el KPhi promovié un aumento en acido ascoérbico y fenoles
totales en el fruto, incrementando su valor nutricional. EI mayor contenido de lignina,

fenoles totales y el mayor espesor de la piel fueron parte de los mecanismos de
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defensa inducidos por el KPhi, aumentando la tolerancia a Botrytis. El asperjado de
KPhi durante el desarrollo de los frutos de kiwi ha mostrado ser eficaz para mantener

la calidad del fruto y aumentar sus defensas en poscosecha.

Palabras clave: Actinidia, ablandamiento, elicitor, respuesta de defensa
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ABSTRACT

In Argentina, around half of the national production of kiwifruit (Actinidia chinensis
var. deliciosa cv. 'Hayward') is obtained in the southeast of Buenos Aires province. The
national market is supplied from May to December with cold stored kiwifruits from that
part of the country. Fruits loss due to excessive softening and rotting occurs during cold
storage, being Botrytis cinerea one of the major causal agents. Phosphites are
recognized as plant defense inducers and constitute a strategy for disease control in
several horticultural and fruit species, but the information is limited in kiwifruit. In this
Thesis, spraying the foliage with 0.3% potassium phosphite (KPhi) Afital (30% P20s,
20% K>0) at different phenological stages was evaluated: 1) pre-bloom; 2) fruit
development, with a weekly spray from 100 days after full bloom, at total of six; 3)
combined treatment, with pre-bloom sprays + fruit development; 4) control, without
phosphites. In a third year, the KPhi foliage spraying during fruit development, the
immersion of the fruit in KPhi (1%) and the combination of both treatments were
evaluated, with fruit without KPhi as a control. The effects of the KPhi treatments on
fruit ripening were determined in terms of: firmness (with penetrometer, in N) and pulp
color (by colorimetry); total soluble solids content (°Brix), titratable acidity (by acid-base
titration), ethylene production and respiration rate (gaseous chromatography). Content
of ascorbic acid, total phenols, flavonoids, chlorophyll, carotenoids, and total
antioxidant capacity (DPPH and FRAP) were measured (spectrophotometry). Each
variable was analyzed at harvest, at the end of 4 months of cold storage (0 + 0.5°C,
95% RH) and at the end of shelf-life (7 days at 20 + 2°C, 90% RH). On the other hand,
incidence and severity (affected area) of rots were determined in KPhi-treated and
control fruits inoculated with B. cinerea. Also, the effects of KPhi treatments on lignin
content in the external pericarp tissue (spectrophotometry) and thickness of kiwifruit
skin (microscopy) were analyzed. The KPhi treatments, including pre-harvest and post-
harvest, reduced the ethylene production and the respiration rate and delayed the fruit
softening at the end of cold storage and shelf life, without modifying the sensory
attributes. The KPhi treatments increased the ascorbic acid and total phenols contents
of fruit, improving its nutritional value. The higher lignin content, total phenols and skin
thickness were part of the defense mechanisms induced by the KPhi treatments,
increasing the tolerance to Botrytis. Foliar application of KPhi during the development
of the kiwifruits may be considered as an effective treatment to maintain the quality of

the fruit and to increase its defenses at postharvest.
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1. INTRODUCCION GENERAL

1.1. Clasificacién botanica, caracteristicas de la planta y del cv. ‘Hayward’.

El kiwi es originario de China, pertenece al género Actinidia y comprende unas 44
especies endémicas de un total de 54 de este género. Se lo encuentra citado y
descripto en numerosos documentos ancestrales chinos, pero su cultivo comenzé a
principios del siglo XX, cuando E. H. Wilson llevo semillas desde China a Gran Bretafia
y a Estados Unidos. Las plantas eran cultivadas con un fin ornamental mas que
productivo y por esa razén la produccidon no prosper6é como se pensaba. La semilla
llegé a Nueva Zelanda en 1904 y alli se comenzé a cultivar y a seleccionar, logrando
los primeros frutos que generaron gran interés (Ferguson, 2004; Huang, 2016a). Ese
material genético que fue llevado fuera de China y mejorado en Nueva Zelanda para
su cultivo, pertenecia a A. chinensis var. deliciosa, el kiwi de pulpa verde que
actualmente domina el mercado mundial. Este proceso de domesticacion del kiwi ha
sido detallado en su libro por Huang (2016a), junto a una exhaustiva descripcion de las
caracteristicas botanicas y la taxonomia actualizada de la familia Actinidiaceae
(Huang, 2016b, 2016c, 2016d).

La planta de A. chinensis es de hébito trepador, de hoja caduca, semilefiosa y
arbustiva. Las hojas son simples y alternas, con forma ovalada o casi redondeada y
estan cubiertas por tricomas multicelulares en ambas caras o al menos en la cara
abaxial, segun la variedad botanica. Son plantas diclino dioicas, con flores de pétalos
blancos que se agrupan en inflorescencias cimosas. Las flores de plantas femeninas
poseen estambres no funcionales mientras que las flores de plantas masculinas,
pueden presentar ovarios rudimentarios, muy poco desarrollados y con Gvulos no
viables (Huang, 2016b). El fruto es una baya, de piel parda cubierto o no de vellosidad,
con pulpa de color verde o amarilla. En la Figura 1 se muestran las diferentes zonas
gue conforman el fruto en un corte longitudinal.

Actualmente, séOlo dos variedades botanicas de la misma especie del género
Actinidia se cultivan y producen el fruto conocido como kiwi: Actinidia chinensis var.
deliciosa y Actinidia chinensis var. chinensis (Huang, 2016c, 2016d). Actinidia arguta,
llamado kiwiberry o baby kiwi, es otra especie que se ha domesticado y que ha tenido
un notable crecimiento en los ultimos afios (Huang, 2016c¢, 2016d). Los frutos de A.
arguta son de tamafio pequefio, glabros, de forma y aspecto similar a una baya de
uva, faciles de consumir porque se ingieren con piel, y caracterizados por un alto

contenido de compuestos bioactivos (Latocha et al., 2015; Pinto et al., 2020).
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Figura 1. Morfologia interna del fruto de kiwi.

La vellosidad y forma de las hojas, la cantidad de flores por inflorescencia, la forma
y aspecto externo e interno del fruto, se encuentran entre las principales
caracteristicas que permiten diferenciar las dos variedades de A. chinensis (Huang,
2016d). En relacién a los frutos, las principales diferencias entre las dos variedades
son:

A. chinensis var. deliciosa: la piel es verde a marrén opaca y con abundante
pilosidad que en parte se pierde cuando la fruta madura. El extremo distal es algo
redondeado, generalmente mas estrecho que la seccién ecuatorial de la fruta.

A. chinensis var. chinensis: de forma elipsoide u ovoide, con un color de pulpa que
generalmente se encuentra entre el verde palido a amarillo intenso (Nishiyama, 2007;
Huang, 2016d).

El cultivar ‘Hayward’: este genotipo de la especie A. chinensis var. deliciosa

produce fruta de buen sabor y tiene muy buen comportamiento en poscosecha,
caracteristicas que permitieron el crecimiento de la industria del kiwi en Nueva Zelanda
a partir de 1960 y convirtieron a este pais en un fuerte exportador (Burdon y Lallu,
2011). La produccién de este cultivar se difundio rdpidamente en varios paises y se
hizo dominante en el mercado mundial, lo que persiste aun en la actualidad.

Practicamente el 95% del kiwi que se comercializa en el mundo es cv. ‘Hayward’



(Ferguson y Seal, 2008). En Argentina este cultivar abarca practicamente la totalidad
de la superficie en produccion.

A partir del afio 2000, el mejoramiento genético realizado en Universidades e
Institutos han permitido ampliar la cantidad de cultivares disponibles, tanto de kiwi de
pulpa verde como de pulpa amarilla, que fueron ganando espacio productivo y de
mercado (Burdon y Lallu, 2011; Burdon, 2018). China cuenta con un fuerte programa
de mejoramiento genético y en pocos afios ha obtenido nuevos materiales, incluyendo

hibridos interespecificos con muy buenas caracteristicas (Zhong, 2018).
1.2. Produccién mundial de Kiwi.

La produccion mundial de kiwi ha ido en aumento durante los Ultimos afios,
alcanzando 4,3 millones de t en el afio 2018 (FAO, 2019). Uno de los cambios mas
importantes en los Ultimos 15 afios es que China se ha convertido en el primer
productor mundial, con algo mas de la mitad del volumen global (Costa et al., 2018);
2,3 millones de t en el afio 2018 (FAO, 2019). Segun datos estimados por FAO, China
contaba con 100000 ha con kiwi en produccion en el afio 2010 y las duplicé en el afio
2016, registrandose un descenso a 165000 ha en el 2017 debido a problemas
sanitarios del cultivo. Su produccién tiene la particularidad de tener bajos rendimientos
por hectarea, mayor diversidad en cuanto a especies y variedades cultivadas y el
destino es el mercado interno en un 99% (Ferguson, 2015).

La otra mitad de la produccion mundial esta liderada por cinco paises, alcanzando
una participacion del 40% del volumen total producido. Italia y Nueva Zelanda ocupan
los primeros puestos, con alrededor de 562 y 414 mil t anuales, respectivamente,
mientras que Irdn, Grecia y Chile suman unas 762 mil t anuales (FAO, 2019). En el
afio 2017, 1,5 millones de t de kiwi fueron exportadas en todo el mundo (alrededor del
40% del volumen producido). EI mercado de exportacion es liderado por Nueva
Zelanda (456 mil t) e Italia (321 mil t), con un 50% del volumen de las ventas globales.
Siguen en orden de importancia Chile, Grecia, Bélgica e Iran, ocupando en su conjunto
el 35% del mercado de exportacion de kiwi (FAO, 2019).

1.3. Produccién nacional, abastecimiento del mercado interno.

La produccion de kiwi se ha incrementado en los ultimos afios en Argentina,
particularmente en los alrededores de Mar del Plata, provincia de Buenos Aires. La
superficie implantada a nivel nacional es de alrededor de 1000 ha, de las cuales

aproximadamente 550, se encuentran en el sudeste de la provincia de Buenos Aires



(datos propios). Esta area productiva, segun Benés et al. (2018), comprende los
Partidos de General Pueyrredon (80%), General Madariaga (8%), General Alvarado
(7,6%), Mar Chiquita y Balcarce. La produccion nacional por afio, de la cual no se
tienen registros oficiales, se estima entre 8 y 9 mil t (Reid, A., com. pers.), lo que
resulta insuficiente para abastecer el consumo del mercado doméstico. Anualmente se
importa fruta desde Chile que ingresa a partir de marzo y hasta diciembre. Durante el
periodo comprendido entre noviembre y febrero, se importa kiwi en contra estacion,
principalmente de Italia. En el afio 2019 las importaciones fueron de 6875 t mientras
gue las exportaciones alcanzaron 1780 t (Instituto Nacional de Estadisticas y Censos
[INDEC], 2020). Se estima que el volumen de exportacion ird en aumento debido a la
demanda existente en Latinoamérica y en Europa, y por las condiciones propicias por
el cambio de la relacién de precio entre el peso y el délar o euro.

El destino comercial del kiwi argentino es principalmente el mercado interno. Sélo
una baja proporcion del producido en el sudeste es comercializado durante el primer
mes transcurrido desde la cosecha y fundamentalmente es la fruta que va a
exportacion, enviada por ultramar a Europa. La mayor parte de la produccion se
conserva en camaras de frio para extender el periodo de venta y prolongar la
presencia del producto en el mercado interno hasta diciembre, con y sin el uso de
atmaosferas controladas y de otras tecnologias. Los frutos de kiwi pueden almacenarse
a 0°C y 90 a 95% de HR hasta por 6 meses, dependiendo del cultivar, siendo el
ablandamiento excesivo de la pulpa el principal factor limitante del tiempo de
almacenamiento (Rushing, 2016). El fruto es muy sensible al etileno, ya que niveles
tan bajos como 5 a 10 ppb aceleran la pérdida de firmeza (Crisosto et al., 1996). El
desarrollo de pudriciones y fisiopatias también pueden reducir la duraciéon del
almacenamiento (Hewett et al.,, 1999). Entre las pudriciones, la podredumbre gris
causada por Botrytis cinerea es la de mayor incidencia en el fruto del kiwi a nivel
mundial (Crisosto et al., 1996).

En Argentina, muy pocos fungicidas, todos clpricos, estan autorizados para el
control de enfermedades en kiwi. La aparicion de cepas resistentes a los fungicidas de
sintesis en otros paises (Bardas et al., 2010) y la preocupacion de la poblacién por el
efecto de los residuos de agroguimicos en la salud humana y en el ambiente conllevan
a la basqueda de alternativas que puedan controlar el patégeno y/o dar proteccion a

las plantas.



1.4. Crecimiento y maduracion organoléptica de los frutos de kiwi.

El periodo que abarca desde antesis hasta que el fruto de kiwi se encuentra maduro
para su consumo puede tener una duracion de 200 a 210 dias (Nardozza et al., 2010).
Hopping (1976) ha reportado que el crecimiento del fruto de kiwi en términos de peso
fresco se ajusta a una curva doble sigmoidea, con una primera etapa (durante los
primeros 58 dias post-floracion) de rapido aumento de tamafio debido a la
multiplicacion y elongacioén celular, seguida por otra de crecimiento mas lento (58 a 76
dias post-floracion), y una tercera etapa (76 hasta 160 dias post-floracion) en la que se
reanuda el crecimiento, fundamentalmente por expansion de las células de la columela
y del pericarpio interno. No obstante, puede haber variaciones en el patron de la curva
de crecimiento descripta anteriormente, en funcién de la disponibilidad de agua y la
temperatura del aire, factores que condicionan el desarrollo de los frutos (Burdon,
2018).

A diferencia del peso fresco, la acumulacién de materia seca ocurre en forma
sostenida durante el crecimiento del fruto de kiwi (Hopping, 1976). Este aumento de
materia seca se debe fundamentalmente a la acumulacion de carbono en forma de
almidon (Burdon y Lallu, 2011).

Cuando el crecimiento cesa (alrededor de los 160 dias post-floracién), el fruto de
kiwi ha alcanzado la madurez fisiologica e inicia la maduracién organoléptica, la que
puede completar en la planta o separado de ella. Durante esta etapa de desarrollo se
producen cambios importantes en la textura y sabor del fruto de kiwi, debidas
fundamentalmente al ablandamiento de la pulpa, la acumulacion de azlcares por
hidrolisis de almidén y la sintesis de aromas (Burdon y Lallu, 2011).

La maduracion organoléptica en las frutas estd regulada en general por el etileno,
hormona que coordina los cambios que ocurren durante el proceso (Tucker et al.,
2017). No obstante, un estudio transcriptomico reciente demuestra que algunos de los
cambios que ocurren durante la maduracién organoléptica en los frutos de kiwi estan
regulados por el etileno mientras que otros lo son por las bajas temperaturas o por

ambas vias (Asiche et al., 2018).

1.4.1. indices de cosecha y de calidad.

Como el kiwi es un fruto climatérico (Pratt y Reid, 1974), la cosecha se inicia antes
de que finalice el proceso de maduracion organoléptica en la planta para extender la

vida poscosecha (Burdon et al., 2016). Generalmente, es cosechado a partir de



madurez fisioldgica, pero en la practica se puede recolectar con un menor o mayor
grado de madurez dependiendo del destino (Burdon y Lallu, 2011).

En el sudeste de la provincia de Buenos Aires, el momento de plena floracién del
cv. ‘Hayward’ es entre el 15 y 20 de noviembre y la madurez fisiolégica de los frutos se
alcanza generalmente durante la primera semana de mayo (entre 160 y 170 dias post-
floracion). Los cambios que ocurren en los indices de madurez y de calidad en frutos
de kiwi cv. ‘Hayward’ producidos en la zona de Sierra de los Padres durante la ultima
etapa del desarrollo del fruto (desde los 134 y hasta los 176 dias post-floracién), se

muestran en la Figura 2 (datos propios no publicados).
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Figura 2. Evolucién de los indices de madurez y de calidad en frutos de kiwi cv.
‘Hayward’ producidos en Sierra de los Padres, desde los 134 y hasta los 176 dias
post-floracion (datos propios, valores promedio de 2 afios).

Independientemente del destino de la fruta, el contenido de sdélidos solubles totales
(SST) es el indice de cosecha mas utilizado en kiwi cv. ‘Hayward’. Este indice se mide
por refractometria (en °Brix o en porcentaje), y su valor expresa la cantidad de

azucares solubles, asi como otros compuestos disueltos en agua como acidos,



vitaminas, aminoacidos y pectinas (Harman y Watkins, 1986, citado por Burdon et al.,
2013). En Nueva Zelanda se ha establecido un valor de contenido de SST de 6,2°Brix
como indice para iniciar la cosecha mientras que en California es de 6,5°Brix, ya que
el valor puede variar con las condiciones ambientales y de manejo para un mismo
cultivar (Hopkirk et al., 1986; Crisosto et al., 1996; Burdon y Lallu, 2011). Este es un
valor minimo, pero puede no ser el optimo, dependiendo del tipo y duracion del
almacenamiento que se pretende aplicar a la fruta.

El valor minimo de contenido de SST para la cosecha se corresponde con el punto
de inflexion de la curva de acumulacion, a partir del cual hay un importante aumento
de la tasa hasta rapidamente alcanzar al menos un valor acumulado de 12,5°Brix, que
es un minimo para la madurez de consumo (Crisosto et al., 1996). El aumento del
contenido de SST posterior a la cosecha se debe a la hidrélisis enzimatica del almidén
acumulado en el fruto mediante la accion de B-amilasas (Nardozza et al., 2013; Hu et
al., 2016), proceso que es inducido por etileno pero también por bajas temperaturas
(Arpaia et al., 1987; Boquete et al., 2004; Mitalo et al., 2019).

El contenido de materia seca (MS) en los frutos de kiwi al momento de la cosecha,
en el que 40 a 70% puede ser almiddén, se mide como porcentaje. Este valor se
encuentra altamente correlacionado con el contenido de SST que alcanzaran los frutos
cuando se encuentren en madurez de consumo (Burdon et al., 2004). No obstante,
esta relacién puede variar en funcién a las condiciones agrocliméticas de la zona de
producccidn (Crisosto y Crisosto, 2001).

Si bien el contenido de SST es el indice que se utiliza para decidir el momento de
cosecha en el cv. ‘Hayward’, la firmeza también es un importante indice porque define
en gran medida el grado de aceptacion que tendra el consumidor (Stec et al., 1989).
Generalmente, la firmeza es evaluada mediante una prueba de penetracion, utilizando
un émbolo de 7,9 mm de diametro. La mediciéon se realiza en la fruta sin su piel,
registrando la fuerza maxima necesaria para que el émbolo atraviese la pulpa hasta
una profundidad de 8 mm (Feng et al., 2011). La firmeza a cosecha en frutos de kiwi
cv. ‘Hayward’ puede ser de alrededor de 6 a 7 kgf (entre 60 y 70 N) y disminuye
durante la maduracién organoléptica hasta alcanzar valores cercanos o menores a 1
kgf (9,8 N) (Burdon y Lallu, 2011). La firmeza 6ptima para el consumo de este cultivar
se encuentra en el rango de 0,4 a 0,8 kgf (3,9 a 7,8 N) (Stec et al., 1989; Beever y
Hopkirk, 1990; Benge et al., 2000), aunque otros consideran que varia entre 0,90 a
1,36 kgf (8,8 a 13,3 N) (Crisosto et al., 1996).


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/beta-amylase
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925521418303089#bib0170
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925521418303089#bib0095
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0925521418303089#bib0095

Los &cidos organicos presentes en el fruto del cv. ‘Hayward’ son principalmente
citrico y quinico (alrededor de 1,0 a 1,1 g 100 g* PF, respectivamente) y en menor
proporciéon se encuentra el acido malico (0,2 g 100 g* PF) (Nishiyama et al., 2008). El
acido quinico se percibe méas acido que el resto de los &cidos organicos y es el que se
relaciona en mayor medida con el marcado sabor &cido caracteristico del cv.
‘Hayward’ (Marsh et al., 2004; Nishiyama et al., 2008). La acidez se mide por titulacién
acido-base y su resultado se expresa como concentracion de &cido citrico (m/V), con
valores a cosecha que se encuentran entre 0,9 a 2,5% (Marsh et al., 2004). En el
sudeste de la provincia de Buenos Aires, la acidez titulable alcanza valores de 1,3% en
el kiwi a cosecha y se mantiene aun durante el almacenamiento prolongado y vida
comercial (Godoy y Dome, 2013; Yommi et al., 2016).

1.4.2. Ablandamiento y mecanismos involucrados.

El ablandamiento es uno de los cambios asociados a la maduracién organoléptica
con mayor impacto sobre la calidad de la fruta. El proceso de ablandamiento del fruto
de kiwi cv. ‘Hayward’ ha sido descripto primeramente por MacRae y Redgwell (1992) y
luego por Schroder y Atkinson (2006) y Atkinson et al. (2011). Estos Ultimos autores
sostienen que en la curva de ablandamiento del kiwi es posible distinguir cuatro fases,
las que se muestran en la Figura 3. En las dos primeras fases no es posible detectar
etileno o la produccién es menor a 0,2 puL kg? h?, aunque el fruto es capaz de
responder a la presencia de niveles muy bajos de etileno exdgeno; la firmeza inicial de
90 a 80 N puede reducirse a 12 a 20 N (Hewett et al., 1999; Kim et al., 1999; Atkinson
et al., 2011). En las dos ultimas fases hay produccidon autocatalitica de etileno y el fruto
presenta una firmeza adecuada para consumo (6 a 8 N), seguido del ablandamiento

excesivo relacionado con la sobremadurez (Atkinson et al., 2011).
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Figura 3. Curva de ablandamiento tedrica, en la que se representan las cuatro fases
de ablandamiento. Adaptado de Atkinson et al. (2011); reproducido con permiso de
Oxford University Press.

La curva de ablandamiento presenta una primera fase que se inicia por la accion de
amilasas responsables de la hidrélisis de almidén (Bonghi et al., 1996), una segunda
fase con una rapida pérdida de firmeza, con solubilizacibn de pectinas,
depolimerizacion de pectinas solubles y pérdida de galactosa. En la tercera fase,
coincidente con la madurez de consumo, se depolimerizan las pectinas, se hace
maximo el hinchamiento de la pared celular y comienza la produccién interna de
etileno. En la cuarta fase, hay pérdida de la laminilla media y pérdida de la calidad de
consumo, V el fruto alcanza el estado de sobremadurez (Schroder y Atkinson, 2006).
La tasa con la cual ocurrren estos procesos varia con el componente genético y
ademas, con la temperatura de almacenamiento, con la presencia de etileno exégeno,
y con la madurez inicial de los frutos (Burdon et al., 2013, 2017, 2018).

La pérdida de firmeza es el resultado de los cambios que ocurren a nivel de la pared
celular durante la maduracion organoléptica. Principalmente, hay solubilizacion vy

posteriormente degradacién de pectinas, reduccion del peso molecular de
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xiloglucanos, disolucion de la laminilla media, y finalmente, pérdida de la integridad de
la pared celular (Schroder y Atkinson, 2006). Estos procesos son regulados por la
actividad de varias enzimas como la B-galactosidasa (Ross et al., 1993), la xiloglucano
endotransglicosidasa (XET1) (Schroder et al., 1998), la poligalacturonasa (PG) (Wang
et al.,, 2000), la expansina (EXP1l) y la pectinmetilesterasa (PME) (Atkinson et al.,
2011; McAtee et al.,, 2015), cada una con un rol especifico en cada etapa del
ablandamiento.

Entre los micronutrientes que componen el fruto, el calcio es el que tiene un rol
importante en su comportamiento en poscosecha: contribuye con la integridad celular,
al entrelazar las pectinas de-esterificadas de la laminilla media e interactuar con los
fosfolipidos, mantiendo la rigidez de la membrana (Thor, 2019). Tambien retrasa el
ablandamiento al inhibir la PG (Cicco et al.,, 2007) y aumenta la resistencia a
enfermedades (Manganaris et al., 2005), ya que actia como mensajero sefial durante

la degradacién celular causada por patégenos (Thor, 2019).

1.5. Enfermedades que afectan los frutos de kiwi y la importancia de Botrytis

cinerea como agente causal de pérdidas.

El almacenamiento en frio es necesario para extender la vida del fruto y el periodo
de comercializacion, e incluso para permitir el envio por ultramar al hemisferio norte.
Durante el almacenamiento refrigerado se producen pérdidas causadas en primer
lugar por ablandamiento excesivo, seguido de las pudriciones. Los frutos son
susceptibles al desarrollo de enfermedades cuando alcanzan un determinado grado de
madurez, que ha sido relacionado por Sommer et al. (1983) con una firmeza de 1,5 Ib
(equivalente a 6,7 N). Ciertas enfermedades ocurren durante el almacenamiento en
frio y otras prosperan cuando se corta la cadena de frio, mientras los frutos se
comercializan a temperatura ambiente en los canales mayorista y minorista.

Los primeros trabajos de identificaciéon de patégenos causantes de enfermedades
en frutos de kiwi son de California y Nueva Zelanda. En el primer caso, se menciona a
Botrytis spp. y Alternaria spp. como los hongos causantes de podredumbres mas
importantes en kiwi almacenado y a otros de menor incidencia, como Diaporthe sp. y
Penicillium spp. (Sommer et al., 1983). Ademas de Botrytis, otros patdégenos han sido
identificados como agentes causales de enfermedades en los frutos de kiwi hacia el
final del periodo de almacenamiento, entre ellos, Fusarium acuminatum,

Cryptosporiopsis spp. y Phomopsis spp. (Pennycook, 1985).
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En frutos de kiwi almacenados a 1°C y transferidos a temperatura ambiente por 20
dias, Botryosphaeria dothidea y Diaporthe actinidiae fueron los patégenos prevalentes,
con una importante variacion en la incidencia entre plantaciones de diferentes
localidades y provincias de Korea (Koh et al., 2005). Pennycook (1985) aseguré que la
incidencia que tendra un lote es muy variable de afio en afio e incluso puede variar
entre los diferentes dias de cosecha. En frutos de kiwi, Botryosphaeria y Diaporthe se
asocian con pudriciones a temperatura ambiente, ya que no se desarrollan in-vitro con
temperaturas por debajo de 11°C (Koh et al., 2003).

La podredumbre gris o podredumbre apical del fruto causada por Botrytis cinerea es
una de las enfermedades mas importantes que afectan los frutos de kiwi durante el
almacenamiento refrigerado (Wurms et al., 1999). Con condiciones que han favorecido
el desarrollo de Botrytis, la incidencia de podredumbres ha alcanzado mas del 32% en
Nueva Zelanda y mas del 50% en ltalia (Pennycook, 1985); otros reportes sostienen
gue la pérdida por podredumbres causada por este patdgeno puede superar el 15% en
Chile (Farias, 2009) o el 20% en Italia (Bisiach et al.,, 1984). Aunque otras
enfermedades afectan los frutos a temperatura ambiente, Botrytis es el patégeno
prevalente en frutos de kiwi almacenados en frio, tal como se ha reportado en
diferentes paises productores (Sommer et al., 1983; Pennycook 1985; Manning y Lallu,
1997; Michailides y Elmer, 2000; Brigati et al., 2003).

1.5.1. Botrytis spp: caracteristicas del hongo, sintomas, signos y ciclo de la

enfermedad.

Botrytis spp. es un hongo polifago, omnipresente, que ataca diferentes érganos de
las plantas, durante el cultivo y después de la cosecha, produciendo pérdidas muy
importantes en todo el mundo (Droby y Lichter, 2007; Romanazzi y Feliziani, 2014). La
enfermedad poscosecha mas frecuentemente desarrollada por Botrytis spp en los
frutos de Kkiwi almacenados en frio es conocida como podredumbre gris o
podredumbre peduncular, afectando particularmente al cv. ‘Hayward’ (Wurms, 2005).
En Chile se han identificado dos especies causando esta enfermedad en kiwi: Botrytis
cinerea Pers. y Botrytis prunorum EE Ferrada y Latorre, aunque B. cinerea es la mas
frecuentemente aislada de frutos almacenados (Elfar et al., 2017; Riquelme-Toledo et
al., 2020).

B. cinerea (estado asexual de la teleomorfa Botryotinia fuckeliana) es un
ascomicete reconocido como patégeno de heridas, asociado también a tejidos

senescentes. El hongo ingresa por aberturas naturales (estomas, lenticelas) o heridas.
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Sin embargo, ciertos mecanismos como la sintesis de enzimas pectinoliticas, de
toxinas y compuestos que inducen la muerte celular programada le permiten a B.
cinerea infectar los tejidos vegetales (Williamson et al., 2007; Gonzalez-Fernandez et
al., 2015).

B. cinerea sobrevive el invierno como micelio o pequefios esclerocios en restos de
poda y hojas senescentes que se encuentran en el suelo. Durante la floracion, las
esporas del hongo infectan los sépalos de las flores y otros Grganos florales. La
ocurrencia de lluvias, especialmente hacia el final de la floracion, aumenta la infeccién
(Romanazzi y Feliziani, 2014).

Las infecciones son del tipo quiescente, es decir que el patégeno ingresa al tejido
del hospedante, sin producir sintomas observables (Michaillides et al., 2009). La
enfermedad no progresa hasta que se producen condiciones predisponentes,
asociadas con una mayor susceptibilidad del hospedante y un ambiente favorable (alta
humedad relativa y baja temperatura). El patégeno debe superar barreras fisicas y
guimicas para desarrollar la enfermedad. En el kiwi, la piel del fruto constituye una
barrera al ingreso de los patdgenos debido a su alto contenido de polifenoles (Jiao et
al., 2018).

En el fruto de kiwi, B. cinerea ingresa mayormente por la herida de cosecha que se
produce en la zona de unién entre el peddnculo y el fruto (Wurms et al., 1999; Kim y
Koh, 2018). Si bien la floracion y la cosecha son los dos momentos con mayor
probabilidad de infeccion, durante el crecimiento del fruto también puede haber
infecciones ante condiciones de alta humedad y temperatura predisponentes (de 15 a
25°C), ya que el patdgeno se encuentra presente en los sépalos, receptaculo y estilos
del fruto (Michailides y Elmer 2000; Riquelme-Toledo et al., 2020). Una lluvia que se
prolongue por 48 a 72 h o alta humedad relativa durante varios dias predispone a la
infeccién de los tejidos del fruto (Sommer et al., 1983).

Debido a su capacidad de crecer a 0°C, B. cinerea es el principal patdgeno causal
de pudriciones en frutos de kiwi durante el almacenamiento en frio. Desarrolla una
pudricion humeda que es detectada a partir de las 4 semanas de almacenamiento
refrigerado, raramente antes (Pennycook, 1985; Brook, 1992; Sharrock y Hallett 1992;
Kim y Koh, 2018). La pudricion se desarrolla alrededor de la cicatriz peduncular,
pudiéndose observar un color mas oscuro de la piel y un ablandamiento excesivo de la
zona afectada (Pennycook, 1985; Michailides y Elmer, 2000). Cuando la enfermedad
progresa, el signo del hongo se hace visible alrededor de la herida de cosecha y

posteriormente, el micelio crece alcanzando frutos vecinos, los cuales son infectados e
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invadidos, formando un foco de frutos podridos o “nido” en el envase (Michailides y
Elmer, 2000).

1.5.2. Estrateqgias de control de la podredumbre gris.

En los dltimos afios, el control quimico del patégeno mediante la aplicacién de
fungicidas de sintesis esta siendo complementado o reemplazado por otras estrategias
debido a que, en general, las aplicaciones de fungicidas en precosecha tienen baja
efectividad y las de poscosecha estan prohibidas en muchos mercados (Pennycook,
1985; Pyke et al., 1994; Michailides y Elmer, 2000). El control quimico con fungicidas
de sintesis ha provocado la aparicién de resistencias (Leroux, 2007) y por esa razon el
uso de fungicidas es cada vez mas limitado en los paises desarrollados, restringiendo
la posibilidad de uso en la fruta de exportacion. En ese sentido, Nueva Zelanda,
segundo exportador mundial de kiwi, no aplica fungicidas de poscosecha (Burdon y
Lallu, 2011).

Argentina en particular s6lo cuenta con autorizacion de uso de fungicidas con cobre
en el cultivo de kiwi. Esa limitacién obliga a la buasqueda de alternativas de control
asociadas a un aumento de la tolerancia del fruto, constitutiva o inducida, mediante la
aplicacion de diferentes estrategias y barreras para el desarrollo de las enfermedades,
gque a su vez, resultan mas amigables con el ambiente y con las exigencias del
consumidor.

Una de las estrategias es el curado, proceso que reduce la incidencia de
podredumbre gris por aumento de la tolerancia a la enfermedad (Pennycook y
Manning, 1992; Poole y McLeod, 1994; Bautista-Bafos et al., 1997; Wurms et al.,
1999; Wurms, 2005). El curado se realiza inmediatamente después de la cosecha y
consiste en disponer los frutos en bins apilados en una estructura techada y sin
paredes, preferentemente con piso de cemento, para exponerlos a la circulacion de
aire. El proceso tiene una duracién de 48 a 72 h y tiene como objetivo lograr la
cicatrizacion de la herida peduncular producida al separar el fruto de la planta durante
la cosecha (Burdon y Lallu, 2011).

Bautista-Bafos et al. (1997) demostraron que las condiciones de temperatura mas
efectivas para el curado fueron de 10 a 20°C y la humedad relativa mayor al 92%. En
Nueva Zelanda y Estados Unidos se presentan generalmente condiciones que
contribuyen con un buen curado y con ello, a un buen control de las pudriciones. En
Italia, la fruta también es curada antes del almacenamiento en frio (Testolin y

Ferguson, 2009). Por el contrario, en Chile el control de la podredumbre gris se basa
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en la aplicacién de fungicidas en floracion y en algunos casos, también en poscosecha
debido a que las condiciones ambientales no aseguran un buen curado (Riquelme-
Toledo, 2020). Las condiciones de temperatura y humedad inadecuadas durante la
cosecha pueden ocasionar que en algunas zonas de produccién el curado pueda
resultar inefectivo debiendo recurrir a otras estrategias para controlar el desarrollo de
la podredumbre gris (Romanazzi y Feliziani, 2014).

1.6. ¢ Qué son y como actuan los fosfitos?.

Los fosfitos (Phi) son sales inorganicas derivadas del acido fosforoso o fosfonico
(HsPO3), denominados mas recientemente fosfonatos (Figura 4). El fungicida Fosetil-Al
fue uno de los primeros fosfitos comerciales en Estados Unidos y cuando su patente
expird, abrié el paso para la formulacion de Phi en el que los aniones H.PO3 0 HPO32
se combinan con cationes como Ca?', Cu?*, K!*, Na'*, entre otros (Gémez-Merino y
Trejo-Tellez, 2016). Diferentes formulaciones y productos se encuentran disponibles
para su uso en cultivos, conteniendo solo sales de Phi o alguna molécula fungicida o
bactericida que se agrega a su composicion. Segun la formulaciéon y el pais o el
mercado, pueden estar inscriptos como fertilizantes, fungicidas o bioestimulantes

(Gémez-Merino y Trejo-Tellez, 2016).
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Figura 4. Estructura de la molécula del fosfonato hidrégeno de potasio (izq.) y del
fosfonato de dipotasio (der.) (EFSA, 2012a)

En un principio la mayoria de los Phi fueron registrados por las empresas como
fertilizante, dado que no requiere pruebas toxicolégicas como las que se solicita para
el registro de un pesticida. En el afio 2013, hubo un hecho muy trascendente cuando
la Unién Europea decidié que todo producto conteniendo Phi debe ser considerado
pesticida, a lo que se sumé un cambio en el limite maximo de residuo (LMR) en varias
frutas y hortalizas (Trejo-Téllez y Gémez-Merino, 2018). Segln la norma europea
vigente, los residuos de Phi son expresados como Fosetil pero medido como la suma
de Fosetil, &cido fosfonico y sus sales. Esto es porque tanto el Fosetil-Al como los Phi

en cualquiera de sus sales, se degradan en el tejido vegetal y el residuo queda



15

mayormente como &cido fosfénico, que es el metabolito toxicolégicamente mas
relevante (European Food Safety Authority [EFSA], 2014). Es decir que, si se aplican
Phi en cultivos para exportacion a la Uniéon Europea, aun cuando en el pais de origen
sean considerados fertilizantes, podrian quedar residuos en los érganos cosechables
que atentarian contra su comercializacion. En el 2016, el LMR expresado como Fosetil
se redujo de 75 a 2 mg kg en numerosas frutas y hortalizas (Trejo-Téllez y Gémez-
Merino, 2018), lo cual provocé una disminucion del uso de sales de Phi en los
productores europeos y también afectd su aplicaciébn en cultivos destinados al
mercado europeo, para evitar exceder los LMR.

No obstante, el LMR fijado por la Unidn Europea para Fosetil, acido fosfénico y sus
sales en frutos de kiwi se mantiene en 150 mg kg?, aun en el Gltimo Reglamento
vigente N° 552/2019, que modifica los anexos Il y Il del Reglamento N° 396/2005 que
fija los LMRs (Union Europea, 2019). Segun ensayos realizados en plantaciones de
kiwi en el sur de Europa durante tres afios, se demuestra que los residuos de la suma
de Fosetil y de acido fosfénico en la fruta pueden alcanzar un méaximo de 60 mg kg*
(EFSA, 2012b), lo que resulta muy inferior al LMR méaximo fijado en 150 mg kg*. Ello
indica que el uso de Phi en cualquiera de sus formulaciones podria seguir siendo
posible para la produccion convencional de kiwi, aunque no para la de tipo orgénico,
porgue no se encuentra entre los productos autorizados en Europa en el Reglamento
N° 889/2008 (Union Europea, 2008) y sus rectificatorias, o en Argentina (Servicio
Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria [SENASA], 2021), para este tipo de
produccion.

Actualmente, las sales mono y di-acidas de fosfito también son consideradas por la
Agencia Norteamericana de Proteccion Ambiental de Estados Unidos como fungicidas,
contando actualmente con alrededor de 100 productos registrados que contienen Phi
(ENVIRONMENTAL PROTECTION AGENCY, S.F.). A diferencia de ello, en Argentina
los Phi son considerados fertilizantes; segun informacién oficial, al menos 18
productos comerciales conteniendo sales de Phi cuentan con el registro de SENASA
(SENASA, 2020).

Los Phi son compuestos de bajo impacto ambiental y pueden ser considerados
como parte de un esquema productivo respetable con el ambiente (Cicore et al., 2012;
Olivieri et al., 2012). Si bien el Phi puede dejar residuo en el suelo como &cido
fosfonico, y su persistencia es considerada de media a alta, el riesgo de impacto sobre

los microorganismos del suelo es bajo (EFSA, 2012a). Segun esta Ultima cita, también
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es bajo el riesgo para los organismos acuaticos, para las abejas y otros insectos
polinizadores y también presenta baja toxicidad por inhalacién.

En nuestro pais, los Phi son usualmente aplicados al cultivo de papa, tomate, vid,
horticolas y césped, existiendo aun muchos otros en los que se podria considerar su
uso para reducir el volumen de pesticidas utilizados y evitar resistencias, con
posibilidades de un buen control de las enfermedades que en general afectan el
desarrollo de los cultivos (Carmona y Sautua, 2015).

El Phi cuenta con un atomo menos de oxigeno que el fosfato (Pi) y esa
caracteristica le otorga mayor movilidad en la planta, tanto a través del xilema como
del floema. Ademas, al ser mas soluble que el Pi, el Phi se absorbe mas rapidamente
y se transloca a diferentes tejidos de la planta, tanto cuando es asperjado a las hojas o
tronco, como cuando es aplicado mediante el riego a las raices (Gomez-Merino y
Trejo-Téllez, 2016).

1.6.1. Los fosfitos y su efecto bioestimulante en especies frutihorticolas.

Como se menciond anteriormente, los fosfitos son sales metélicas derivadas del
acido fosforoso, no toxicos para el ambiente ni la salud humana, econémicamente
viables y con un amplio espectro de accion.

En los dltimos afos se le ha prestado especial atencién a la funcion bioestimulante
gue tienen los Phi en la agricultura (Trejo-Téllez y Gémez-Merino, 2018). Ademas,
actualmente hay un mayor interés por los bioestimulantes, debido a una mayor
conciencia de los consumidores y un reclamo creciente por alimentos inocuos, que
conllevan a la necesidad de contar con estrategias que permitan reducir el uso de
pesticidas y hacer un manejo mas racional y mas amigable con la salud humana y el
ambiente. A fines del 2018, el Congreso de Estados Unidos firmé la primera ley (N°
115-334) que define el concepto de bioestimulante de las plantas, como “una
sustancia o microorganismo, que, cuando es aplicado a las semillas, plantas o
rizosfera, estimula los procesos naturales y mejora el suministro de nutrientes, la
eficiencia de los nutrientes, la tolerancia a estreses abi6ticos, o la calidad vy
rendimiento” (US Congress, 2018). Esta definicibn es muy similar a la que se
encuentra en discusién en Europa y es un gran paso para el crecimiento de este
segmento en la industria de productos destinados a la agricultura.

Entre las sustancias bioestimulantes se encuentran los acidos fulvicos y humicos,
compuestos que contenien nitrdgeno y proteinas hidrolizadas, extractos de algas y de

hierbas, quitosano y otros polimeros, compuestos inorganicos, hongos y bacterias
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benéficos. Los fosfitos o fosfonatos se encuentran en la categoria de compuestos
inorganicos, con actividad bioestimulante, aunque su modo de accién no se encuentra
aun totalmente dilucidado (du Jardin, 2015).

Los casos de aplicacion de bioestimulantes reportados en la bibliografia
internacional son menos frecuentes en especies frutales respecto de las horticolas,
porque son estudios mas complejos y ademas requieren un periodo mas prolongado
de experimentacién para arribar a conclusiones, ya que las respuestas pueden variar
debido a las reservas de nutrientes almacenadas en las raices y a las condiciones
ambientales particulares de cada temporada (Tanou et al., 2017; Soppelsa et al., 2018;
Basile et al., 2020). Las respuestas a la aplicacion de diferentes bioestimulantes en
frutales ha sido listada por Tanou et al. (2017), seguido por otros trabajos mas
recientes (Frioni et al, 2018; Soppelsa et al., 2018; Gutiérrez-Gamboa et al., 2019,
2020; Bavaresco et al., 2020; Rodrigues et al., 2020).

En relacion al Phi y su efecto bioestimulante, Trejo-Téllez y Gémez-Merino (2018)
citan un primer trabajo de Rickard (2000) en el que lista una serie de antecedentes que
demuestran que aplicados al cultivo de papa, pimiento, cebolla, y apio, produjeron un
aumento de la produccion y del rendimiento comercial. Las investigaciones realizadas
después del afio 2000, citadas en dicha revision, avalan la existencia del efecto
bioestimulante principalmente en papa, frutilla y lechuga, ademas del efecto protector y
de defensa que sera ampliado en el Capitulo 2.

Los antecedentes del uso de Phi en frutales como bioestimulante, en cambio, son
muy escasos. En citricos, se ha demostrado que el asperjado con fosfito de potasio
(KPhi) durante el cuajado de los frutos aumenta el porcentaje de cuaje y el tamafio
final de los frutos, con incremento del rendimiento (Lovatt, 1999; Albrigo, 1999) y en
paltos (Persea americana cv. ‘Hass’), también promueve el aumento del tamafio de los
frutos (Lovatt, 2013). El asperjado de plantas de manzano (Malus domestica) con
fosfito de calcio (CaPhi) antes de la cosecha mejor6 el color rojo de la fruta de los
cultivares ‘Starking Delicious’ (Larrigaudiere et al., 1996) y ‘Braeburn’ (Bizjak et al.,
2013), con aumento en el contenido de antocianinas y también de flavonoles, mientras
gue el asperjado de plantas de duraznero (Prunus persica cv. ‘Andross’) con Phi
mejoro la firmeza de los frutos (Sotiropoulos et al., 2010). No hay antecedentes en la
bibliografia sobre los efectos de los Phi como bioestimulante en kiwi, aunque se ha
reportado el uso del hidrolisato de proteinas, que estimul6 el crecimiento de brotes y
raices (Quartieri et al., 2002) y de extractos de algas marinas, que promovieron el

aumento del peso y del largo de la fruta y un adelantamiento de la maduracion
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(Chouliaras et al., 1997). La poca informacién disponible probablemente se deba a que
los beneficios de uso de los bioestimulantes se han reconocido en los ultimos diez
afios, en gran parte alentado por la busqueda de alternativas a los pesticidas de
sintesis (Polo y Mata, 2018).

1.6.2. Los fosfitos como estrategia para inducir resistencia en las plantas.

Los fosfitos pueden actuar como fungicida, fertilizante o bioestimulante, segun la
especie y condiciones en que se utilicen (Thao y Yamakawa, 2009; Deliopoulos et al.,
2010). El Phi se transloca rapidamente desde las hojas a las raices y se acumula
principalmente en las vacuolas (Dalio et al., 2014). Tiene un modo de accion diferente
segun la dosis aplicada. En base a estudios proteémicos, se demostré que una baja
dosis de Phi activa la respuesta hipersensible preparando a la planta para el estrés
(Huang et al., 2018). Con dosis altas (por ej. 100 yg mL?), el Phi mostré una accion
directa sobre patdgenos del género Phytophtora spp., inhibiendo su crecimiento (Borza
et al., 2014; Dalio et al., 2014).

El asperjado de KPhi en combinacion con dosis reducidas de fungicidas de sintesis
también han mostrado ser efectivos en el control de Phytophtora en papa (Liljeroth et
al.,, 2016). En el cultivo de papa y especificamente, en el patosistema Solanum
tuberosum-Phytophtora infestans, el Phi actia como un inductor de resistencia,
mediante mecanismos que han sido analizados en un estudio transcriptdmico por
Guzzo (2016) y Feldman et al. (2020).

La respuesta a la aplicaciéon de Phi en el control de enfermedades en frutales ha
sido escasamente estudiada. En citricos se ha reportado que se ha logrado controlar
el desarrollo de mohos cuando el Phi es aplicado en poscosecha, aumentando
también la efectividad de control de fungicidas de sintesis (Smilanick, 2011). En la
region del Valle de Rio Negro, el fosfito de potasio se aplica habitualmente durante el
crecimiento de las plantas de manzano, en septiembre, enero, y abril, como fertilizante
y bioestimulante (Lutz et al., 2017). En su trabajo, estos autores encontraron que el
asperjado con KPhi de las plantas del cultivar ‘Crisp Pink’, 72 h antes de la cosecha,
redujo la incidencia de B. cinerea y Penicillium spp. en frutos almacenados en frio por
150 dias. No se han encontrado otros antecedentes del efecto del Phi sobre el

desarrollo de enfermedades en otros frutales.
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1.7. El rol del etileno en el proceso de ablandamiento y en el desarrollo de las
podredumbres.

El etileno juega un rol importante en el control de la maduracién organoléptica en
frutos climatéricos y no climatéricos (Tucker et al., 2017). Es una hormona gaseosa
gue, por sus caracteristicas fisico-quimicas, atraviesa la membrana plasmatica y el
citoplasma sin necesidad de un sistema activo de transporte, pero requiere unirse a un
receptor para desencadenar la respuesta. En el fruto de kiwi se han identificado hasta
nueve receptores que participan en la deteccion del etileno (McAtee et al., 2015).
Posteriormente a la union etileno-receptor, se inicia una cadena de transduccion de
sefiales, mediados por las proteinas CTR1 y EIN2 y la activacion de factores de
transcripcion (EIN y EIL1) que intervienen en la transcripcion de cientos de genes (Taiz
y Zieger, 2002).

En cuanto al etileno y su relacion con el desarrollo de enfermedades, su rol es dual
debido a que puede actuar como molécula sefal durante la resistencia del hospedante
o también como factor de virulencia, aumentando la susceptibilidad de la planta y la
expresion de los sintomas de la enfermedad (Mishra et al., 2012). La funcion del
etileno en el mecanismo de defensa de las plantas varia con el patosistema (Van Loon
et al.,, 2006). Estos autores mencionan que en algunos patosistemas el etileno
promueve la abscision y reduce la invasion de los tejidos, mientras que en otros,
aumenta la expresion de los sintomas de la enfermedad. El etileno puede ser inducido
por diferentes tipos de estrés y también por elicitores. Altas concentraciones de etileno
pueden inhibir la sintesis de metabolitos secundarios, mientras que a bajas
concentraciones la promueve (Zhao et al., 2004).

1.8. El reforzamiento de la pared celular y la importancia de los fenoles en la

defensa.

Las plantas tienen barreras fisicas y quimicas que impiden la infeccién, algunas son
constitutivas o preformadas y otras inducibles (Guzzo, 2016). En los frutos, la
epidermis esta recubierta superficialmente por una capa hidrofébica llamada cuticula,
compuesta por cutina y ceras. La cuticula protege de la deshidratacién y constituye
una barrera para la infeccién de los patégenos (Trivedi et al.,, 2019). Estos autores
mencionan que ademas de la proteccion fisica, la composicion quimica de la cuticula
puede tener un rol muy importante por su efecto antimicrobiano, asociado a la
presencia de ciertos triterpenoides, n-alcanos y &cidos grasos con actividad

antifungica.
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Se ha demostrado que el asperjado de las plantas o de los tubérculos de papa con
KPhi produce cambios fisicos y bioquimicos en la peridermis del tubérculo (Olivieri et
al., 2012), con aumento en el espesor y reforzamiento de las células (Lobato et al.,
2018). Estos ultimos autores encontraron que el KPhi indujo un aumento de la
deposicion de pectinas en la pared y mayor actividad de enzimas peroxidasas y
lacasas relacionadas con la sintesis de suberina y lignina.

En plantas de papa tratadas con KPhi, Guzzo (2016) también identificé la activacion
de genes que participan en la sintesis de la pared celular durante el priming,
relacionando el reforzamiento como parte de la respuesta de defensa.

Los metabolitos secundarios (compuestos fendlicos, terpenos, metabolitos
secundarios conteniendo sulfuro o nitrégeno) tienen un importante rol en la defensa de
las plantas (Zaynab et al., 2018). Entre ellos, los compuestos fendlicos
(fenilpropanoides y flavonoides), mediante diferentes mecanismos de accién, pueden
interferir las sefales del patégeno durante la infeccion, su actividad enzimatica e
incluso alterar su reproduccién (Ramirez-Gémez et al., 2019). La sintesis de fenoles
es inducida como parte de la respuesta de defensa que ocurre luego de que
receptores de membrana conservados, patrones moleculares asociados a patégenos
(PAMPs), reconocen la presencia de un potencial microorganismo patdégeno
(Bhattacharya et al., 2010).

Algunos acidos fendlicos y polifenoles pueden tener un rol como molécula sefial,
como el acido salicilico (SA), o pueden regular la division celular o el transporte de
auxinas entre otros procesos, durante el desarrollo y también en respuesta de defensa
(Dixon et al., 2002). Otros compuestos fendlicos, como la lignina, intervienen en el
reforzamiento de la pared celular impidiendo la infeccién del patégeno y su sintesis de-
novo es inducida en respuesta al ataque del microorganismo. La lignina también se
acumula en la pared celular en respuesta a estreses abiéticos (Liu et al., 2018).

Los flavonoides lipofilicos, como la catequina y sus derivados, pueden reducir el
desarrollo de microorganismos mediante la disrupcion de la estructura celular, de la
membrana del patégeno y de su metabolismo (Tiku, 2018). Algunas especies
vegetales producen isoflavonoides, a partir del compuesto naringenina, muchos de
ellos en respuesta de defensa, con accién antibidtica y antifingica y patdgena-
especifica (fitoalexinas) (Tiku, 2018, 2020). Los taninos también tienen un rol en la
defensa de las plantas ya que algunos compuestos como el acido protocatecuico y el
clorogénico tienen la capacidad de unirse a proteinas y controlar el crecimiento fungico
(Tiku, 2018, 2020).
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1.9. El fruto de kiwi como fuente de compuestos nutricionales.

La ingesta de antioxidantes, esencialmente polifenoles, aumenta la capacidad
antioxidante de la sangre, previene la peroxidacién de los lipidos y reduce la
ocurrencia de enfermedades metabdlicas y cardiovasculares (Amiot et al., 2016; Giglio
et al., 2018).

El kiwi es un fruto reconocido por su alto contenido de vitamina C, siendo esta
caracteristica una de las estrategias utilizadas comercialmente para difundir su
consumo en todo el mundo (Ferguson y Ferguson, 2003). Otras vitaminas (A, E y K),
carotenoides (luteina y B-caroteno), folato y compuestos fendélicos son compuestos
funcionales que también se encuentran en el kiwi.

Nuevos cultivares patentados, incluso de otras especies del género Actinidia, estan
en manos de consorcios de produccién en varios paises a fin de diversificar el
mercado. Actualmente, diferentes variedades de pulpa amarilla o rojiza (A. chinensis
var. chinensis) y baby kiwi (A. arguta) se encuentran en produccién incluso en
Argentina. Estos nuevos genotipos tienen en muchos casos mayor potencial
productivo y caracteristicas particulares. Los cultivares de pulpa amarilla producen
frutos con mayor dulzor y contenido de vitamina C que los de pulpa verde. En relacion
a la capacidad antioxidante, existen marcadas diferencias entre frutos de diferentes
especies de Kiwi, resultando maxima en Actinidia kolomikta respecto a A. purpurea, A.
melanandra, A. macrosperma y en comparacion con todas ellas, A. chinensis var.
deliciosa, a la cual pertenece el cv. ‘Hayward’, resulta la de menor valor, segun la
técnica basada en la captacién del radical libre 2,2 difenil-1-picrihidrazilo (DPPH)
(Latocha et al., 2010).

Varios compuestos con actividad antioxidante son metabolitos secundarios, que
tienen funciones de proteccién de las plantas ante agentes bidticos y abioticos.
Muchos de ellos son utilizados en la industria farmacéutica y alimentaria o integran
formulaciones de agroquimicos (Oksman-Caldentey e Inzé, 2004; Singh y Dwivedi,
2018)

Se han identificado y cuantificado 42 compuestos derivados del metabolismo
secundario en el fruto de kiwi, listados en su trabajo por McGhie (2013). Nuevos
estudios metabolémicos y el uso de técnicas altamente precisas disponibles en la
actualidad permitiran continuar con la identificacion de numerosos compuestos de

interés presentes en el fruto de kiwi, asi como dilucidar su funcion.



22

1.9.1.Composicidn y contenido de compuestos antioxidantes en el fruto de kiwi.

El fruto de kiwi se compone principalmente por agua (83,07%), con una fraccion del
16,93% restante que corresponde a la materia seca. La mayor parte de la materia
seca (86,6%) esta compuesta por los carbohidratos solubles e insolubles. En la Figura
5 se muestra la composicion porcentual de cada componente de la materia seca
(proteinas, carbohidratos, lipidos y cenizas), asi como la fraccién correspondiente a
agua, para un fruto de kiwi verde, entero, sin su piel (United States Despartmet of
Agriculture [USDA], 2016).

\ M Agua
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ICarbohidratos

- Lipidos

M Cenizas

Figura 5. Composicion del fruto de kiwi en porcentaje
(Elaboracién propia con datos de USDA, 2016).

El fruto de kiwi es reconocido por su alto contenido de antioxidantes. En un estudio
en el que se compard la capacidad antioxidante de 62 frutas, el kiwi ocup6 el lugar 14
y 21 segun la técnica FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power Assay) y TEAC
(Trolox equivalent antioxidant capacity, basada en la captacion del radical cation del
acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolin)-6-sulfénico, ABTSe<+), respectivamente, cuando
se ordenaron los resultados en forma decreciente (Fu et al., 2011). Segun datos de
ese mismo trabajo, el kiwi tiene mayor capacidad antioxidante (por gramo) que
algunos citricos, incluyendo el limén. Cuando analizaron el contenido de polifenoles, el
fruto de kiwi se posicioné entre los primeros 11 frutos con mayor valor, por encima de
la mayoria de los de clima templado y subtropical de mayor consumo como manzana,
pera, ciruela, banana, mandarina, naranja y durazno (Fu et al., 2011). Anteriormente,
Guo et al. (2003) determinaron la capacidad antioxidante (medida por la técnica FRAP)

en 28 frutos diferentes, y el kiwi ocupé el cuarto lugar entre los frutos con mayor valor.
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En la Tabla 1 se muestran valores de referencia de capacidad antioxidante total del
cv. ‘Hayward’, medido por diferentes autores, siguiendo varias técnicas: DPPH, ABTS,
CUPRAC y FRAP.

Tabla 1. Valores de referencia de capacidad antioxidante total en fruto de kiwi cv.

‘Hayward’ medido por diferentes técnicas y condiciones de ensayo.

Técnica Capacidad antioxidante total Referencia
(umol Trolox g™ PF)

DPPH 1,10" (6,9 umol Trolox g* PS)! Park et al. (2014)
2,36 (15,7 umol Trolox g* PS)? Li et al. (2018)3
2,07" (13,8 umol Trolox g* PS)? Jiao et al. (2018)*

ABTS 2,91" (18,2 umol Trolox g* PS)! Park et al. (2014)
2,27" (14,2 umol Trolox g PS)? Hamid et al. (2017)
4,93" (32,9 umol Trolox g* PS)? Li et al. (2018)3
2,72" (18,1 umol Trolox g* PS)? Jiao et al. (2018)*

CUPRAC 3,23"(20,2 pmol Trolox g* PS)* Park et al. (2014)
3,92" (24,5 pmol Trolox g* PS)? Hamid et al. (2017)

FRAP 0,987 (6,1 umol Trolox g PS)! Park et al. (2014)

1,63 (10,2 umol Trolox g PS)?
3,96" (26,4 pmol Trolox g PS)?
3,717 (24,7 pmol Trolox g PS)?

Hamid et al. (2017)
Li et al. (2018)3
Jiao et al. (2018)*

"Estimacion considerando un contenido de materia seca de 16%.
1 Medido en extracto etandlico en frutos de kiwi cv. ‘Hayward’.

2 Medido en extracto metandlico en frutos de kiwi cv. ‘Hayward'.
3 Resultados de extraccion de fruto entero.
4 Resultados de extraccion de fruto sin piel.

Los compuestos que en alguna medida contribuyen con la capacidad antioxidante

en kiwi son los fenoles, la vitamina C, los carotenoides y la clorofila. En la Tabla 2 se

muestra el contenido de referencia para cada fraccion.
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Tabla 2. Contenido de compuestos que contribuyen con la capacidad antioxidante en
el fruto de kiwi cv. ‘Hayward'’.

Contenido
(mg 100 g* PF)

Referencia

Vitamina C 107,0 Castaldo et al. (1992)
65,5 Nishiyama et al. (2004)
78,2 Taylor et al. (2004)*
116,6 Latocha et al. (2010)
92,7 USDA (2016)
59,3 Li et al. (2018)
Fenoles totales 73,5 Taylor et al. (2004)*
76,5 Latocha et al. (2010)
87,5 Fu et al. (2011)
153,6 Park et al. (2011)?
28,1 Brat et al. (2006)
60,0" Lietal. (2018)
64,0 Jiao et al. (2018)*
Flavonoides 0,4 Latocha et al. (2004)®
totales 6,7 Du et al. (2009)°
Carotenoides 0,105 Taylor et al. (2004)*
totales 0,120 Latocha et al. (2010)
Clorofila total 2,16 Cano (1991)*
0,99 McGhie y Ainge (2002)
6,45 Guldas (2003)
2,08 Latocha et al. (2010)

! Citado por McGhie (2013)
* Valor estimado, calculado a partir del dato publicado en peso seco por los
autores y considerando un contenido de materia seca de 16%.

2 Medido en extracto metandlico en frutos de kiwi cv. ‘Hayward’

3 Correspondiente a la suma de quercetina y epicatequina medido por HPLC.

4 Extraido de un pool de todos los tejidos del fruto sin piel y medido por el método

de Folin-Ciocalteu.
® En mg equivalente de rutina 100 g* PF

La actividad antioxidante estd estrechamente relacionada con el contenido de

polifenoles, ya que estos compuestos tienen mayor poder antioxidante que la vitamina

C, vitamina E y carotenos (Pal et al., 2015). La contribuciéon de la vitamina C a la

capacidad antioxidante total fue estimada en alrededor del 22%, sugiriendo que otros

compuestos como los &cidos fendlicos y flavonoides contribuirian en gran medida

como antioxidantes (Guo et al., 2003).
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1.9.1.1. Compuestos fendlicos.

Como ya se menciond, el fruto de kiwi tiene un alto contenido de polifenoles. Segun
Fu et al. (2011) el rutinosido-3-quercetina o rutina, que es un glucésido formado por la
union de una molécula de quercetina (flavonol) y el disacérido rutinosa, es el
compuesto mayoritario. En menor concentracion se encuentran el 4cido protocatecuico
(acido 3,4-dihidroxibenzoico) y el acido clorogénico (acido 3-(3,4-dihidroxicinamoil)
quinico).

A partir de un extracto metandlico integrado por todos los tejidos comestibles del
fruto, Latocha et al. (2010) determinaron que los &acidos fendlicos fueron mayoritarios
en el perfil fendlico de frutos de kiwi cv. ‘Hayward’, con mayor concentracion del acido
tanico seguida por el acido gentisico (acido 2,5 dihidroxibenzoico). Posteriormente,
Park et al. (2011) reportaron al acido cafeico (acido 3,4 dihidroxicinamico) y el
protocatecuico como los mayoritarios en frutos cv. ‘Hayward’ sin su piel.

En un estudio reciente, Li et al. (2018) determinaron el perfil fendlico de frutos de
kiwi de 14 genotipos diferentes incluyendo a cv. ‘Hayward’. La extraccién metandlica
de estos compuestos obtenida a partir del fruto entero en madurez de consumo, fue
analizada por cromatografia liquida de alta performance (HPLC). Ellos identificaron los
siguientes compuestos en el cv. ‘Hayward’: flavan-3-ols (procianidinas B1 y B2), acidos
fendlicos (galico y clorogénico) y en menor concentracion, compuestos del grupo de
los flavonoles (ramnosido-3-quercetina). La procianidina B1 y el acido clorogénico
fueron los compuestos que se encontraron en mayor concentracion.

El perfil fendlico de extractos metandlicos del fruto de kiwi cv. ‘Hayward’
determinado por Jiao et al. (2018) en muestras compuestas por todos los tejidos que
se consumen (pericarpio externo, interno y columela) indica que los flavanoles y los
acidos fendlicos son los compuestos mayoritarios (Tabla 3). Segun lo reportado por
estos autores, la epicatequina es el compuesto fendlico de mayor concentracion tanto
en la pulpa como en la piel del fruto de kiwi cv. ‘Hayward’. El consumo del fruto de kiwi
ha sido asociado a menores riesgos de enfermedades coronarias y también con
cambios en la digestibilidad de los lipidos y con un menor riesgo de obesidad, lo cual
se debe fundamentalmente al alto contenido de procianidinas y derivados de la
guercetina que inhiben la lipasa pancreatica asociada a la digestion y absorcion de los
triglicéridos (Li et al., 2018). Asimismo, los derivados de la quercetina (especialmente
el glucosido-3-quercetina) y el acido clorogénico, ambos presentes en el fruto de kiwi
cv. ‘Hayward’, inhiben la enzima a-glucosidasa, reduciendo las posibilidades de

contraer hiperglucemia o diabetes del tipo 1l (Li et al., 2018).
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Tabla 3. Perfil de compuestos fendlicos en frutos de kiwi cv. ‘Hayward’ analizado por
HPLC.

Compuestos fenolicos Contenido?
(Mg g'PS)
Flavanoles Epicatequina 110
Catequina 75
Total 185
Acidos fendlicos  Acidos Galico 23
hidroxibenzoicos  Protocatecuico 15
Vanilico 40
Acidos Trans-cinamico 13
hidroxicinamicos  p-cumarico 20
Ferulico 40
Total 151
Flavonoles Glucésido-3-O-quercetina 40
Rutindsido-3-quercetina o rutina 50
Total 90

! Adaptado de Jiao et al. (2018)

1.9.1.2. Vitaminas.

El fruto de kiwi verde tiene 103,5 mg de vitaminas totales cada 100 g de peso
fresco, del cual el 89,6% es vitamina C. La vitamina C debe ser incorporada a la dieta
debido a que el humano no puede sintetizarla y comprende la suma del contenido del
acido ascorbico y su forma oxidada, el acido dehidroascorbico (Vicente et al., 2009).

En la Tabla 4 se muestra la composicion de vitaminas y pro-vitaminas y su
concentracion en el fruto de kiwi (USDA, 2016). El contenido de vitamina C (en mg 100
gl PF) en el kiwi verde es superior al del limén y la naranja, dos frutas reconocidas por
su alto valor nutricional. La ingesta de un solo fruto de kiwi por dia cubriria la
necesidad de esta vitamina (Henare, 2016).

Ademas del genotipo, las condiciones agroclimaticas y el manejo de la plantacion
pueden influir en alguna medida sobre la acumulacion de vitamina C en el fruto. Ello se
demuestra en los valores de vitamina C publicados para el cv. ‘Hayward’ que pueden
variar entre 60 y 117 mg 100 g* PF (Tabla 2), rango muy amplio aun si se considera
gue pueda haber diferencias debidas al tipo de extractante utilizado.

La vitamina E es del tipo esencial y esta presente en el kiwi en mayor medida que

en otras frutas. Esta vitamina esta presente en la pulpa, semillas y piel del fruto
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(Henare, 2016). En la pulpa se encuentra mayoritariamente como a-tocoferol (USDA,
2016).

El folato o vitamina By interviene en la sintesis y reparacion del ADN. Un fruto de
kiwi provee alrededor del 10% del requerimiento diario de esta vitamina (McGhie,
2013).

Tabla 4. Contenido de vitaminas en el fruto de kiwi verde (USDA, 2016).

Vitaminas Contenido (mg 100 g™ PF)
Vitamina C, 4cido ascérbico total 92,70
Colina total 7,80
Vitamina E (a-tocoferol) 1,46
Betaina 0,500
Niacina 0,341
Acido pantoténico 0,183
Luteina + zeaxantina 0,122
y-2-tocotrienol 0,100
Vitamina Be 0,063
B-caroteno 0,052
Vitamina K (filoquinona) 0,040
y-2-tocoferol 0,030
Tiamina 0,027
Riboflavina 0,025
Folato total 0,025
Vitamina A 0,004

1.9.1.3. Carotenos y clorofila.

El contenido de carotenoides y de clorofila en el fruto de kiwi cv. ‘Hayward’ es
relativamente bajo comparado con otras especies del género Actinidia (Latocha et al.,
2010). Estos autores reportaron que la suma de carotenoides extraida a partir de los
tejidos comestibles del fruto cv. ‘Hayward’ es de 0,12 mg 100 g'PF, debido a la
presencia de luteina y en menor proporcion, al 3-caroteno, zeaxantina y violaxantina.
El contenido de clorofila total es de 2,08 mg 100 g* PF, siendo mayoritaria la clorofila a
(96% del total).
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1.9.2. Induccién de sintesis de compuestos antioxidantes.

Muchos de los compuestos que aportan a la capacidad antioxidante provienen del
metabolismo secundario, porque no tienen un rol en los procesos esenciales
relacionados con el crecimiento y desarrollo. Dentro de este grupo se encuentran los
compuestos fendlicos, compuestos por un grupo fenol y un grupo hidroxilo funcional.
Las principales funciones que tienen en la planta se vinculan con la defensa ante
herbivoros y el ataque de patdgenos, la proteccién a la radiacion UV-B, la atraccion de
insectos polinizadores y pajaros para dispersion de las semillas (Taiz y Zieger, 2002).

Los compuestos fendlicos son sintetizados principalmente por la ruta del acido
shikimico. A partir de carbohidratos que proceden de la ruta de la pentosa fosfato (D-
eritrosa-4-fosfato) y de la glicolisis (a4cido fosfoenolpirGvico) se sintetiza el &cido
shikimico, precursor de la sintesis de aminoacidos aroméaticos, entre ellos, la
fenilalanina. La mayor parte de los compuestos fendlicos se sintetizan a partir de
fenilalanina, en una ruta conocida como de los fenilpropanoides, regulada por la
enzima fenilalanina amonio liasa (PAL). Esta enzima es clave en la ruta de la sintesis
de los fenilpropanoides (Figura 6).

Los flavonoides son compuestos que tienen dos anillos arométicos unidos por un
puente de 3 atomos de carbono (C6-C3-C6), con precursores que proceden de la ruta
del acido shikimico y de la del acido maldnico, cuya sintesis esta regulada por la
enzima calcona sintasa.

Ante una condicion de estrés abidtico, a la que usualmente las plantas estan
sometidas durante el cutlivo (del tipo hidrico, térmico, radiacién UV, salinidad,
presencia de contaminantes en el ambiente, etc.), la misma genera, entre otras
respuestas, la produccion de EROs y se activa el sistema antioxidante y la sintesis de
metabolitos secundarios como mecanismo de adaptacion a los cambios adversos del
ambiente (Oh et al., 2009; Yang et al., 2018). El efecto de varios tipos de estrés sobre
diferentes tipos de cultivos ha sido recientemente revisado (Wang y Frei, 2011; Yang
et al., 2018). En general, el contenido de antioxidantes aumenta ante condiciones de
estrés abiotico, pero la respuesta puede variar con la especie cultivada y con el tipo,
intensidad, momento o estado fenolégico de la planta y duracién del estrés (Wang y
Frei, 2011).

La sintesis de compuestos fenodlicos a través de la ruta de los fenilpropanoides
aumenta ante situaciones de estrés porque la enzima PAL es inducida (Guo et al.,
2008; Oh et al., 2009). La enzima PAL también esta involucrada en la sintesis del SA,

aunque estudios y publicaciones recientes han demostrado que el SA también se
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sintetiza a partir de corismato (chorismate) mediante la actividad de la enzima
isocorismato sintasa (EC 5.4.4.2) (Garcion et al., 2008; Pérez-Llorca et al., 2019;
Murphy et al., 2020).

Fenilalanina
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Acido para-cumarico fenilpropanoides simples (C6-C3),
\l, cumarinas y lignina.

Acido para-cumaril CoA

\l/ CHALCONA SINTASA

Chalconas
Flavanonas |::> Sintesis de flavonas e isoflavonas
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y taninos condensados

Figura 6. Ruta de sintesis de compuestos fendlicos y flavonoides. Adaptado de Taiz y
Zeiger (2002).

Las respuestas desencadenadas por las plantas debidas a condiciones de estrés,
también puede ser activada por inductores de resistencia o elicitores. Un elicitor es un
compuesto que induce diferentes respuestas en la planta relacionadas con la defensa,
incluyendo la sintesis de metabolitos secundarios (Namdeo, 2007, citado por Moreno-
Escamilla et al., 2018), entre ellos, los polifenoles. El aumento de los antioxidantes por
efecto del estrés ha promovido el uso de elicitores como estrategia para aumentar el
valor nutricional de los alimentos (Moreno-Escamilla et al., 2018). Algunos ejemplos de

elicitores son el quitosano (Ahmed et al., 2020) y los fosfitos (Daniel y Guest, 2006;
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Lobato et al., 2010, 2011, 2018; Olivieri et al., 2012; Machinandiarena et al., 2012;
Guzzo, 2016; Feldman et al., 2020).

1.10. Hipotesis, objetivos generales y especificos.

El objetivo general y los objetivos especificos planteados en este trabajo de Tesis

fueron:

Objetivo General: Determinar el efecto del fosfito como agente protector y mejorador
de la calidad sensorial, nutricional y sanitaria en frutos de kiwi cv. ‘Hayward’ y sus

posibles mecanismos de accion.

Objetivos Especificos:

1. Determinar el efecto de la aplicacion de fosfito de potasio sobre la firmeza, el
contenido de solidos solubles totales y materia seca del fruto de kiwi al momento de
cosecha y su influencia sobre la calidad fisico-quimica y sensorial del fruto
almacenado.

2. Determinar el efecto de la aplicacion de fosfito de potasio sobre el desarrollo de
podredumbre gris en el fruto.

3. Determinar el efecto de la aplicacion de fosfito de potasio sobre el contenido de
compuestos antioxidantes en el fruto, al momento de cosecha y luego del
almacenamiento refrigerado prolongado.

4. Determinar algunos mecanismos de accion del fosfito mediante estudios del
metabolismo respiratorio, la produccién de etileno, los cambios en el espesor de la piel

y el reforzamiento de la pared de los tejidos, como parte de la induccién de defensa.

En base a todos los antecedentes se plantearon las siguientes hipétesis:

H1. El fosfito de potasio retrasa el ablandamiento y promueve la acumulacién de
sélidos solubles y de materia seca en frutos de kiwi y esa mejora se relaciona con una
mayor calidad sensorial durante el almacenamiento prolongado.

H2. El fosfito de potasio induce respuestas en el fruto que se asocian con una
mayor tolerancia al desarrollo de podredumbre gris.

H3. El fosfito de potasio induce la produccion de &cido ascorbico, carotenos y
compuestos fendlicos en frutos de kiwi, aumentando el valor nutracéutico del producto.

H4. El efecto protector del fosfito es mayor cuando son aplicados en floracion y en

poscosecha.
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H5. Las aplicaciones de fosfito durante el crecimiento del fruto producen una mejora
de las caracteristicas sensoriales y nutracéuticas.

H6. El tratamiento con fosfito deprime la produccion de etileno y la respiracion en el
fruto y dispara respuestas bioguimicas asociadas a la induccion de defensa.
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2.  CAPITULO 1: EFECTO DE LA APLICACION DE FOSFITO DE POTASIO
SOBRE LOS INDICES DE MADURACION, LA CALIDAD FiSICO-QUIMICA Y
SENSORIAL DEL FRUTO A COSECHA Y DESPUES DEL
ALMACENAMIENTO EN FRIO.

Este capitulo responde a las siguientes hipétesis de trabajo:

H1. El fosfito de potasio retrasa el ablandamiento y promueve la acumulacion de
sélidos solubles y de materia seca en frutos de kiwi y esa mejora se relaciona con una
mayor calidad sensorial durante el almacenamiento prolongado.

H5. Las aplicaciones de fosfito durante el crecimiento del fruto producen una mejora
de las caracteristicas sensoriales y nutracéuticas.

H6. El tratamiento con fosfito deprime la produccion de etileno y la respiracion en el

fruto y dispara respuestas bioquimicas asociadas a la induccion de defensas.

Los resultados (temporadas 2013-2014 y 2014-2015) han sido presentados en el
VIII International Postharvest Symposium: Enhancing Supply Chain and Consumer
Benefits - Ethical and Technological Issues (21-24 de junio del 2016, Cartagena,
Espafa) y el trabajo completo ha sido publicado en la revista Acta Horticulturae. Los
resultados de la dltima temporada de cosecha (2016) se han presentado en el IX
International Symposium on Kiwifruit, realizado en Portugal en septiembre 2017 y en el
VII Congreso Internacional de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos (CICYTAC 2018),
realizado en octubre 2018, en Cérdoba, Argentina.
- Presentaciones a Congresos:

Yommi, Alejandra, Cecilia Baeza, Victoria Quillehauquy, Gabriela Fasciglione, Mabel
Casanovas, Maria Paula Borrajo, Perla Gmez, Adriana Andreu. 2016. Effects
of phosphites on ripening in kiwifruit ‘Hayward’. June 21-24, 2016, Cartagena,
Murcia (Spain): VIII International Postharvest Symposium: Enhancing Supply
Chain and Consumer Benefits - Ethical and Technological Issues, p. 196.

Yommi, A.K., C. Baeza, V. Quillehauquy, G. Fasciglione, A. Andreu and P.A. Gémez Di
Marco. 2017. Phosphites delay climacteric process on kiwifruit ‘Hayward’. IX
International Symposium on Kiwifruit. 6-9 September 2017. Porto. Portugal. p.
143.

Yommi, A., Baeza, M.C., Quillehauquy, V., Fasciglione, G., Gobmez Di Marco, P.A.,
Andreu, A.B. 2018. El fosfito de potasio retrasa el ablandamiento del fruto de
kiwi ‘Hayward’. VII Congreso Internacional de Ciencia y Tecnologia de los
Alimentos (CICYTAC 2018). 1 al 3 de octubre de 2018. C6rdoba.

- Publicaciones:

Yommi, A.K., C. Baeza, V. Quillehauquy, G. Fasciglione, M.E. Casanovas, M.P.
Borrajo, P.A. Gomez Di Marco and A. Andreu. 2018. Effects of foliage spray of
phosphites on ripening of kiwifruit ‘Hayward’. Acta Hortic. 1194:149-156. ISSN
0567-7572. DOI: 10.17660/ActaHortic.2018.1194. 23.
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1. INTRODUCCION.

El kiwi es un fruto climatérico, que presenta un aumento en la tasa respiratoria y en
la produccion de etileno durante la maduracion organoléptica (Pratt y Reid, 1974). El
ablandamiento, el aumento del contenido de los sélidos solubles, la degradacion del
almidén y el desarrollo del sabor son los principales cambios que ocurren durante el
proceso de maduracién organoléptica.

La firmeza de la pulpa es el indice de madurez mas importante para la
comercializacion del kiwi. Como ya se describié en la INTRODUCCION GENERAL, la
fruta es muy firme al momento de la cosecha (la firmeza del cv. ‘Hayward’
generalmente es de 60-70 N) pero luego, se ablanda rapidamente con pérdidas de
hasta 80% después de dos meses de almacenamiento en frio a 0°C (Arpaia et al.,
1987). Este periodo de ablandamiento rapido se debe principalmente a la hidrdlisis de
almidén, la solubilizacién de pectinas, la depolimerizacién de la pectina soluble y la
pérdida de galactosa (Atkinson et al., 2011).

En su trabajo, Asiche et al. (2018) encontraron que la acumulacién de SST, el
ablandamiento de la pulpa y la pérdida de AT, asociados a la maduracion
organoléptica, pueden ocurrir mientras los frutos se encuentran en la planta, aunque la
produccion de etileno no pueda ser detectada aun por técnicas sensibles de
cromatografia gaseosa. Otros autores demostraron que a los 130 a 140 dias post-
floracion, el fruto de kiwi deja de acumular almidén, comienza a hidrolizar las reservas
y a perder firmeza, proceso que es promovido por la temperatura nocturna,
mayormente asociada al rango de 7 a 10°C (Burdon et al., 2007).

El ablandamiento en el fruto de kiwi ocurre antes de la produccién autocatalitica de
etileno, con aumentos en la expresiébn de enzimas implicadas en este proceso en
presencia de etileno externo, lo que indica la existencia de algun tipo de control por
esta hormona (Atkinson et al., 2011). Asimismo, la produccion autocatalitica de etileno
desencadena una serie de sefiales en el kiwi que regula la expresion de muchos
genes implicados en el ablandamiento y otros atributos como el sabor, el aroma y el
color (Solano et al., 1998).

El comportamiento del fruto de kiwi es muy particular no sélo porque la produccion
de etileno no es detectable mientras esta madurando en la planta, sino que ademas
continda produciendo etileno en muy bajos niveles cuando es cosechado, llegando a
valores de 0,1 a 0,5 pL kg h** mientras se mantiene a 20°C (Crisosto et al., 1996).

Segun investigaciones de nuestro grupo de trabajo, frutos de kiwi cv. ‘Hayward’

almacenados en frio por 5 meses manifestaron un incremento en la tasa respiratoria
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asociada al climaterio después de 2 a 3 semanas a 20°C (Osés Martinez de Zlfiga,
2011), cuando el fruto se encuentra practicamente en madurez de consumo y por esa
razon se dice que el kiwi presenta un climaterio retardado (Beever y Hopkirk, 1990). La
tasa de produccion de etileno en el fruto de kiwi puede alcanzar 50 a 100 pL kg* h?
durante el climaterio (Crisosto et al., 1996).

Como resultado de la maduracion organoléptica, un fruto de kiwi que se cosecha en
un estado no apto para el consumo, excesivamente firme, con alto contenido de
almidon, con bajo contenido de azlcares y alta acidez, se convierte en un fruto
apetecible, con una firmeza, sabor y aroma agradables para el consumidor.

En relacion al sabor del fruto, se demostr6 que cuanto mayor es el contenido de
SST en el kiwi maduro para consumo, mayor es el grado de aceptacién (Harker et al.,
2009). El contenido de MS a cosecha esta correlacionado con el contenido de SST
que tendra la fruta cuando alcance madurez de consumo (Burdon et al., 2004). El
contenido de materia seca a cosecha es entonces un indice de calidad que permite en
algun grado predecir el contenido de SST en el fruto y consecuentemente, su nivel de
aceptacion.

En este sentido, Jaeger et al. (2011) evaluaron la importancia del tamafio del fruto,
del contenido de materia seca y del precio sobre la intencién de compra del kiwi cv.
‘Hayward’ y demostraron que el factor determinante no es el tamafno sino la materia
seca, dado que la preferencia del consumidor al degustar los frutos estuvo asociada a
muestras que presentaban mayor contenido a cosecha. Los frutos del cv. ‘Hayward’
presentan generalmente entre 14 y 17% de materia seca a cosecha, siendo 16% un
valor minimo deseable para alcanzar un adecuado contenido de SST en la fruta
madura para consumo (Burdon et al., 2004).

Un adecuado balance entre el gusto dulce y &cido también incide en el grado de
aceptacion del consumidor de kiwi (Marsh et al., 2006). A diferencia de lo que ocurre
en otros frutos, la relacién entre el contenido de SST y la AT incide sobre el sabor y la
aceptabilidad del consumidor s6lo cuando en el fruto maduro la acidez es alta (mayor
a 1,2%) y el contenido de SST es menor a 11,6 °Brix (Crisosto y Crisosto, 2001). En
ese caso, la fruta resulta muy acida y el grado de aceptacion es bajo. En su estudio,
Crisosto y Crisosto (2001) relacionaron el contenido de MS a cosecha y la AT en la
fruta madura para consumo con el grado de aceptacién, determinando que con una AT
menor a 1,2%, el contenido de MS a cosecha para alcanzar una buena aceptacion de
los consumidores se logra en el rango de 15,1 a 16,0%. Con una AT mayor a 1,2%, es

necesario un contenido de MS entre 16,1 y 17,0% para lograr una buena aceptacion.
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No obstante, muy probablemente el sabor y aroma que contribuyen con el flavor y el
grado de aceptacion del consumidor dependen también de la presencia de
compuestos aromaticos y aminoacidos que generalmente no son evaluados
analiticamente ni tampoco en paneles de degustacion (Burdon y Lallu, 2011).

Por otra parte y tal se mencioné en la INTRODUCCION GENERAL, los
bioestimulantes constituyen una estrategia amigable con el ambiente que permite
aliviar a las plantas de las repetidas condiciones de estrés a las que estan sometidas
mientras se encuentran en produccién (Tanou et al., 2017). Los bioestimulantes
desencadenan respuestas en el vegetal aumentando la tolerancia ante una condicién
de estrés bidtico o abidtico. Ademds, pueden mejorar la captacion y asimilacion de
nutrientes del suelo, el crecimiento de raices, activar el metabolismo primario
aumentando la productividad de los cultivos, mejorar la coloracion de frutos y
promover el aumento en el contenido de compuestos nutricionales (Soppelsa et al.,
2018).

Los antedentes del uso de bioestimulantes en frutales son mas escasos que en
cultivos anuales, aunque en los Ultimos afios se les ha prestado mayor atencién, ya
que muchos de ellos son aceptados para la produccion organica, en la que se
disponen pocas estrategias para el manejo de enfermedades y el aumento de la
produccion (Pylak et al., 2019). La aplicacion de bioestimulantes esta siendo evaluada
en frutales también con el objetivo de mejorar caracteristicas organolépticas y
nutricionales de los frutos (Frioni et al., 2018; Soppelsa et al., 2018, 2020; Gutiérrez-
Gamboa et al.,, 2019, 2020; Bavaresco et al., 2020; Rodrigues et al., 2020). Sin
embargo, la evaluacion del uso de bioestimulantes en el cultvo de kiwi es
particularmente escasa.

Entre los bioestimulantes, el Phi también llamado fosfonato, es la forma aniénica
del acido fosfénico (HPO(OH).) u ortofosforoso (HsPOs) y generalmente se encuentra
disponible como sales en las formulaciones comerciales. Aungue el Phi es reconocido
como un fertilizante, también actia como un fungicida y como inductor natural. De
hecho, algunos productos comerciales conteniendo Phi estan registrados como
fungicidas o "estimulantes de defensa".

El modo de accion de los estimulantes de defensa aiun no se comprende
completamente. El Phi aplicado en papa antes y después de la cosecha actia
activando mecanismos de defensa, desencadenando mdultiples respuestas
relacionadas con la resistencia sistémica adquirida (SAR, segun su sigla en inglés)
(Andreu et al., 2006; Eshraghi et al., 2011; Lobato et al., 2011; Olivieri et al., 2012) y
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también modificando el metabolismo primario (Feldman et al., 2020). La respuesta de
defensa es un mecanismo hormonal complejo que involucra esencialmente SA, acido
jasmonico (JA) y etileno (Robert-Seilaniantz et al., 2011).

Se espera que el asperjado de las plantas con Phi dispare otras respuestas en las
frutas, relacionadas con el proceso de maduracion organoléptica, ya que algunos
antecedentes muestran que produce un aumento en el SA (Massoud et al., 2012), lo
cual activa la expresion de la enzima PAL (Baenas et al., 2014) y puede afectar la
expresion de las enzimas involucradas en la sintesis de etileno (Babalar et al., 2007).
Por lo tanto, se presume que el tratamiento de las plantas o de los frutos de kiwi cv.
'Hayward' con Phi podria causar una disminucion en la produccién de etileno y la tasa
respiratoria del fruto, retrasando la maduracion organoléptica.

En este capitulo se muestran los efectos de los tratamientos con KPhi, tanto por
asperjado foliar de las plantas como por inmersién de los frutos, sobre los indices de
madurez del fruto de kiwi y la calidad fisico-quimica y sensorial en el momento de
cosecha y luego del almacenamiento en frio (4 meses a 0 £ 0,5°C, 95% HR) y vida
comercial (7 dias a 20 + 2°C, 90% HR), experimentos que se realizaron durante tres
afios consecutivos.

Los experimentos responden a los siguientes objetivos especificos:

- Determinar el efecto de la aplicacion de fosfito de potasio sobre la firmeza, el
contenido de sdlidos solubles totales y materia seca del fruto de kiwi al
momento de cosecha y su influencia sobre la calidad fisico-quimica y sensorial
del fruto almacenado.

- Determinar algunos mecanismos de accion del fosfito mediante estudios del
metabolismo respiratorio, la produccién de etileno y la actividad enzimatica

involucrada en la induccion de defensa.
2. MATERIALES Y METODOS.
2.1. Condiciones de cultivo y descripcion de los tratamientos.

El ensayo se realizé en una plantacién comercial de kiwi cv. ‘Hayward’ que cuenta
con varios lotes, que al comienzo de los experimentos (2013) tenian 7 afios de edad,
ubicada en la zona de Sierra de los Padres (37° 54’ LS, 57°48’ LO). Las plantas se
encuentran distanciadas en la fila a 1 m y a 5 m entre filas, conducidas con el sistema
GDC (Génova doble cortina), contando con riego por microaspersion, sistema

antiheladas (por microaspersores), cortinas (casuarinas y también malla
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monofilamento) y techo (malla monofilamento color negro) (Figura 7). EI manejo de
riego y fertilizacién fue el usualmente utilizado en la plantacion y de igual tratamiento

para todo el lote en el que se hizo cada ensayo.

s -l " g

Figura 7. Foto de la plantacion de kiwi tomada en febrero del 2014.

Los tratamientos precosecha con KPhi se hicieron cada afio en un lote diferente. A
comienzos de la primavera se identificaron las parcelas, cada una de 3 filas contiguas
(unidad experimental, cada una fue considerada una repeticion), que fueron
aleatoriamente adjudicadas a cada tratamiento. En las primeras dos temporadas
(cosechas de los afios 2014 y 2015) las plantas fueron asperjadas con KPhi (0,3% V/V
de Afital™) en diferentes estados fenoldgicos del cultivo: a) prefloracion; b) crecimiento
y desarrollo del fruto; ¢) combinacion de los tratamientos anteriores, contando con un
control sin KPhi que consistido en el asperjado con agua. Para la aplicacion de la
solucién de KPhi o s6lo agua (control) se procedié al asperjado de todo el follaje y
organos reproductivos (botones florales o frutos) de todas las plantas de la parcela con
una pulverizadora de arrastre, utilizando un volumen de 600 L ha* (Figura 8). Afital™
contiene 30% P20s y 20% KO y fue provisto por la empresa Agro-EMCODI S.A.
(Buenos Aires, Argentina). Los tratamientos se hicieron por triplicado y fueron los

siguientes:
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KPhipr Asperjado de las plantas con KPhi en prefloracion

KPhigq Asperjado de las plantas con KPhi a partir de los 100 dias post-
floracion (dpf), 6 aplicaciones en total, en forma semanal.

KPhipmsry | Asperjado de las plantas con KPhi en prefloracion + asperjado de
las plantas con KPhi a partir de los 100 dias post-floracion (dpf), 6
aplicaciones en total, en forma semanal).

C Asperjado de las plantas con agua. Control sin KPhi.

Figura 8. Equipo pulverizador asperjando KPhi a las plantas de kiwi.

La aplicacién en prefloracion se realiz6 el 18 y el 10 de noviembre del afio 2013 y
2014, respectivamente, en el estado fenoldgico 53 segun Salinero et al. (2009),
cuando las flores se encontraban proximas a iniciar la apertura como se muestra en la
Figura 9a. El primer asperjado de las plantas con KPhi durante el desarrollo del fruto
(KPhigr) de un total de 6 aplicaciones se realizé entre fines de febrero y comienzos de
marzo, a los 106 y 93 dias post-floracién en los afios 2014 y 2015, respectivamente.

En la Figura 9b se muestra el estado de crecimiento del fruto al momento del
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tratamiento. En la Figura 10 se muestra en forma esquematizada los tratamientos
realizados y los momentos de aplicacion, la fenologia del cultivo acorde a los meses
del afo y los procesos realizados (cosecha, almacenamiento refrigerado, vida

comercial).

Figura 9. a) Estado de desarrollo de las flores y b) de los frutos, al momento de
aplicacion del fosfito de potasio (KPhipr Yy KPhirw, respectivamente; KPhipr+KPhirry
consistio en el asperjado en ambos estados fenolégicos).
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Figura 10. Esquema de los tratamientos con y sin KPhi en concordancia con la
fenologia del cultivo y los meses del afio, realizados durante las temporadas 2013-
2014 y 2014-2015. También se mencionan cronolégicamente los procesos realizados.

Para el tercer afio (2016), de todos los tratamientos precosecha evaluados durante
las primeras dos temporadas se seleccion6 aplicar el tratamiento KPhig, debido a que
la respuesta fue consistente en ambas temporadas, con retraso del ablandamiento y
menor produccién de etileno. En el tercer afio (2016), el tratamiento KPhig se aplicd a
partir de los 92 dias post-floracién (registrando la floracion el 24 de noviembre de
2015). También se evalud6 la aplicacion de KPhi en poscosecha, por inmersion de la
fruta y la combinacién del tratamiento en precosecha y poscosecha. La inmersién se
realiz6 en bateas conteniendo 30 L de solucion de KPhi al 1% (V/V), durante 2
minutos. Posteriormente la fruta se dispuso sobre una mesada para su secado. En la
Figura 11 se muestra un esquema con los tratamientos, la fenologia del cultivo y los

procesos realizados. Los tratamientos evaluados en el tercer afio fueron:
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KPhig, - C Asperjado de las plantas con KPhi a partir de los 92 dias
post-floracion (dpf), 6 aplicaciones en total, en forma
semanal, sin tratamiento poscosecha.

C - KPhipos Sin tratamiento de KPhi en precosecha; la fruta fue
cosechada, curada y tratada con KPhi al 1% por
inmersion.

KPhier, - KPhipos Asperjado de las plantas con KPhi a partir de los 92 dias

post-floracion (dpf), 6 aplicaciones en total, en forma
semanal; la fruta fue cosechada, curada y tratada con
KPhi al 1% por inmersién.

c-C Asperjado de las plantas con agua. Control sin KPhi (ni
en precosecha ni en poscosecha).

(KPhigg, + KPhipes)  Control sin KPhi pre y poscosecha: C-C

\

[ \ Afital (AgroEmcodi, Argentina)

Fosfito . Fosfito: 30% P,05, 20% K,0
0.3% Fosfito Asperiado foliar : 600 L.ha?
(KF;hi,: ) 1% Inmersién poscosecha
u C-KPhipgs
Crecimientoy desarrollo l
del fruto g i
' Cosecha Almacenamiento

Vida comercial

e y curado .
. Prefloracion refrigerado a a 20°C

(48h amb.ventilado)
—a———J 0:05°C
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Figura 11. Esquema de los tratamientos con y sin KPhi en concordancia con la

fenologia del cultivo y los meses del afo, realizados durante la temporada 2016.
También se mencionan cronolégicamente los procesos realizados.

2.2. Cosecha, acondicionamiento y condiciones de almacenamiento.

Para decidir el momento de cosecha en cada uno de los afios de experimentacion
se hizo un monitoreo del contenido de SST, sobre una muestra de 30 frutos de kiwi
tomados al azar de las plantas control (no asperjadas con KPhi), comenzando la ultima
guincena del mes de abril. La cosecha se realiz6 el 6, 5 y 3 de mayo del 2014, 2015y
2016, respectivamente (a los 167, 161, y 160 dias después de floracién,
respectivamente), cuando el contenido de SST promedio de los frutos fue de al menos
6,2% a 6,5% (madurez fisioldgica).

En cada temporada se cosecharon al azar 250 (afios 2014 y 2015) o 500 frutos

(afio 2016) de cada tratamiento y repeticion, tomando en cuenta solo los de las plantas
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de la fila media de cada parcela. La fruta fue transportada en cajones plasticos a las
dependencias de la EEA INTA Balcarce (40 km de distancia) y alli se dispuso en un
tinglado ventilado para proceder a la cicatrizacion de la herida durante 48 h (proceso
de curado).

Con una muestra de 30 frutos de cada repeticion se analizaron los indices de
madurez a cosecha. Luego del curado, los frutos de kiwi fueron almacenados en una
camara de frio convencional (0 £ 0,5°C, 95% HR), donde permanecieron 4 meses. La
concentracion de etileno en el interior de la camara se midi6 semanalmente por
cromatografia gaseosa segun se describe mas adelante. Mediante el uso de un filtro
absorbedor especifico conteniendo permanganato de potasio, el etileno se mantuvo
por debajo de 20 ppb. Los indices de madurez fueron analizados en muestras de
frutos tomadas al finalizar los 4 meses de almacenamiento (4 m) y en muestras

transferidas por 7 dias a 20 + 2°C y 90% HR (4m + 7d; poscamara o vida comercial).
2.3. Metodologia de medicion de los indices de madurez y de calidad.

Los indices se midieron en muestras compuestas de 30 frutos por repeticion,

siguiendo la siguiente metodologia:

2.3.1.Medicion de color de la pulpa (pericarpio externo).

El color de la pulpa se determiné en la escala CIELab’, con un colorimetro
triestimulo Minolta CR-300 (Konica Minolta Sensing Americas Inc., New Jersey, USA),
calibrado con una placa blanca (Y: 92,0; x: 0,3137; y: 0,3199 e iluminante C). Para
determinar el color, se extrajo previamente la piel e la zona ecuatorial del fruto con un
peeler y se realiz6 una medicién por cada fruto. Se obtuvo un valor de cada uno de los

tres parametros L', a" y b’, siendo:

L, luminosidad o brillo que presenta una superficie y se define en una escala con
valores que van desde el 0 (negro) hasta el 100 (blanco);

a’, coordenada que se extiende desde el verde (minimo valor negativo) al rojo
(maximo valor positivo);

b*, coordenada que comprende desde el azul (minimo valor negativo) al amarillo
(maximo valor positivo).

Con los valores de los parametros L*, a" y b" se calculé el indice de color (IC)?

(Vignoni et al., 2006) como:
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a* x 1000
~ L*Xb*
@ Los valores de IC son negativos para el color verde; un menor valor de IC (mas
negativo) es indicativo de un color verde mas intenso.

2.3.2. Firmeza de la pulpa (pericarpio externo).

La medicion de la firmeza se realizé sobre la zona ecuatorial de cada fruto por
duplicado, retirando previamente la piel, mediante el uso de un penetrémetro de mano
Effegi FT 327 (Facchini SRL, Alfonsine, Italia), con un émbolo de 7,9 mm de didmetro,
gue es el estandar para kiwi (Harker et al., 1996). El equipo mide la fuerza maxima
necesaria para penetrar la pulpa hasta una profundidad de 8 mm (Abbott y Harker,

2016). Los resultados se expresaron en newton (N).

2.3.3. Contenido de materia seca.

Se midié siguiendo el protocolo de Crisosto et al. (2008). Brevemente, cada fruto
fue cortado transversalmente en dos mitades y con una mandolina se obtuvo una
rodaja de 2 mm de espesor, la cual se colocé en un vidrio reloj previamente
identificado y pesado. Cada rodaja fue pesada en una balanza analitica Vibra (Shinko
Denshi Co. Ltd., Tokio, Japén), con 0,0001 g de precision y secada a 65°C en un
deshidratador Ezidri (Hydraflow Ltd., Upper Hutt, Nueva Zelanda) hasta peso
constante (aproximadamente 24 h). Posteriormente, cada rodaja seca se pesé y se

calculo el porcentaje de materia seca de la muestra, como:

30
Materia seca (%):@ PS,
0 4= PF

dénde: PS;: peso seco de la i-ésima rodaja (g), PFi: peso fresco de la i-ésima rodaja (g)

2.3.4. Contenido de sélidos solubles totales (SST) y acidez titulable (AT).

Con la mitad correspondiente a la zona peduncular de los 30 frutos de cada
repeticion, se extrajo jugo para realizar las mediciones del contenido de SST y acidez
titulable, utilizando una juguera centrifuga Philips Cucina HR-1820 (Koninklijke Philips
Electronics N.V, USA). El contenido de SST se midié en un refractdmetro digital Atago
Palette a series modelo 3442-E04 (Atago Co. Ltd., Tokio, Japdn) utilizando unas gotas
del jugo obtenido, expresando el resultado en °Brix. Para medir la AT, 10 mL de jugo

fueron diluidos con 100 mL de agua destilada. Posteriormente, se titulé con NaOH 0,1
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N hasta alcanzar un pH de 8,1, utilizando un titulador automético Radiometer
Copenhagen Titralab 90 (Radiometer Medical APS, Bronshoj, Dinamarca). El resultado
se expreso en % m/V de acido citrico y se obtuvo mediante el siguiente célculo:

V NaoH * N NaoH * P€SO meq acido citr
al a meq aclido citrico X,IOO

AT (g acido citrico 100 ml"' jugo) =

\ muestra

donde: Vnaon= volumen consumido de NaOH en mL, Nnaow= normalidad del NaOHen
meq ML, PeSOmeq acido citrico= P€SO de 1 miliequivalente de &cido citrico en
gramos, Vmuesra= Volumen de muestra valorado en mL.

2.3.5.Medicién de la produccién de etileno y tasa respiratoria.

Frutos de kiwi extraidos de la camara de frio al finalizar los 4 meses de
almacenamiento se dejaron en una sala acondicionada a 20°C durante 18 h.
Posteriormente, se colocaron individualmente en frascos de vidrio de 0,5 L, en el que
permanecieron hasta 21 dias a dicha temperatura. La concentracién de etileno y
diéxido de carbono (CO2) se midi6 en tres repeticiones de ocho frutos de cada
tratamiento, previa incubacién durante una hora mediante el cierre hermético de cada
frasco con una tapa a rosca. Las muestras de aire del interior de cada frasco se
tomaron a través de un septo mediante jeringas de 1 mL. Las concentraciones de
etileno y de CO, de las muestras se midieron por duplicado con un cromatografo
gaseoso Shimadzu GC-17A (Shimadzu Corporation, Kyoto, Japon) equipado con un
detector FID (detector de ionizacion de llama) y una columna GS-Al de 30 m x 0,53
mm para medir etileno, un detector TCD (detector de conductividad térmica) y una
columna GS-Q de 30 m x 0,53 mm para medir CO,. Se utiliz6 He y N, como gases
transportadores (‘carriers’) y las temperaturas de trabajo de la columna, inyector y
detector fueron de 40, 100 y 200°C, respectivamente.

Los muestreos se realizaron en los dias 1, 4, 7, 10, 14, 17 y 21 dias a 20°C. Se
calcul6 la tasa de produccion de etileno (UL C2Hs kgt h't) y la tasa respiratoria (mg CO»
kgth?).

2.4. Metodologia para el analisis sensorial.

La evaluacion sensorial se realizdé el dia de salida de frio (a los 4 meses de
almacenamiento en frio) y en vida comercial. Se realiz6 una prueba descriptiva de los
atributos textura, acidez y sabor caracteristico, siguiendo una escala de intervalos

(Tabla 5), con valores desde 1 a 5 para textura y acidez y desde 1 a 4 para sabor
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caracteristico, tomada de Osés Martinez de Zufiga (2011). En cada sesion, entre 6 y 8

panelistas semi-entrenados analizaron las muestras de los experimentos cada afio.

Tabla 5. Escala de intervalo utllizada para cada atributo evaluado en el panel
sensorial.

Valor de Textura Acidez Sabor

la escala caracteristico
1 Extremadamente blando Muy poco acido Escaso o alcohdlico
2 Ligeramente blando a blando Poco &cido Bueno
3 Agradable Agradable Satisfactorio
4 Ligeramente duro a duro Algo éacido Muy satisfactorio
5 Extremadamente duro Extremadamente acido

2.5. Disefio estadistico y andlisis de los datos.

Durante las dos primeras temporadas en las que se evalué el efecto del asperjado
de las plantas con KPhi en diferentes estados fenoldgicos sobre los indices de
madurez, el disefio experimental utilizado fue completamente aleatorizado con arreglo
factorial 4 x 2, con tres repeticiones de cada tratamiento. Los factores evaluados
fueron: Tratamiento, con 4 niveles (KPhiprr, KPhigy, KPhiprirry, C) y Afi0, con 2 niveles
(2014 y 2015). EI disefio experimental utilizado en la temporada 2016 fue
completamente aleatorizado con Tratamiento, con 4 niveles (KPhigy -C, C-KPhipgs,
KPhig-KPhipes, C-C) como factor fijo.

Los datos de cada momento de muestreo (cosecha, salida de frio y vida comercial)
fueron analizados mediante ANOVA. En el set de datos de las temporadas de cosecha
2014 y 2015, se determiné la significancia de la interaccion Tratamiento x Afio y los
efectos principales de cada factor para cada variable. En el set de datos de la
temporada de cosecha 2016, se analiz6 el efecto del factor Tratamiento. Ante una
significancia menor o igual al 5%, las medias fueron separadas utilizando el test de
Tukey-Kramer (a = 0,05).

Dado que en el set de datos correspondiente a tasa respiratoria y produccion de
etileno se detectd asimetria (falta de normalidad) y/o errores no homogéneos para
algunos casos, se ajustaron modelos lineales de efectos mixtos y/o modelos lineales
utilizando minimos cuadrados generalizados, segun cada variable y grupo de datos

analizados. En los casos en que el supuesto de normalidad no pudo ser modelado, se
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aplicé una transformacion logaritmica a los datos. Para detectar diferencias entre
medias se realizaron contrastes multiples, los cuales fueron ajustados mediante la
metodologia de false discovery rate (FDR, a =0,05).

Para el set de datos de etileno y CO; de los afios 2014 y 2015, se utilizé un modelo
de efectos mixtos, que contemplé como factores con efectos fijos: A.Tratamiento, B.
Dias a 20°C, Afo, y con efectos aleatorios: Z: Repeticién con efecto anidado dentro
del factor Dias a 20°C.

Los datos de etileno del 2016 se evaluaron utilizando un modelo lineal
generalizado de dos factores con efectos fijos: A: Tratamiento anidado dentro del
factor Dias a 20°C y B: Dias a 20°C. Se model6 la varianza de los residuales, debido a
falta de homocedasticidad, en funcién de la potencia de la covariable tratamiento. Los
datos de CO; del afio 2016 se evaluaron utilizando un modelo lineal de dos factores
con efectos fijos: A: Tratamiento anidado dentro del factor Dias a 20°C y B: Dias a
20°C.

Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando el programa R version 3.2.3.
(R Core Team, 2015).

3. RESULTADOS.

3.1. Indices de madurez y de calidad al momento de cosecha.

No hubo efecto de interaccibn Tratamiento x Afio (p > 0,05), ni del factor
Tratamiento (p > 0,05) para la firmeza, color de la pulpa y contenido de materia seca
determinados en los frutos de kiwi al momento de la cosecha. Los resultados muestran
gue las condiciones del afio afectaron significativamente (p < 0,05) estas variables a
cosecha. En el afo 2014, los frutos de kiwi presentaron menor firmeza, menor IC
(mayor intensidad de color verde), y menor contenido de materia seca en el momento
de la cosecha, respecto del afio 2015 (Tabla 6).

Para el contenido de SST y la AT, hubo una respuesta significativa a la aplicacion
foliar de KPhi que difiri6 con el afio (efecto de interaccion Tratamiento x Afo
significativa; p = 0,0147 para el contenido de SST y p = 0,0187 para AT). Los frutos de
los tratamientos KPhipr Y KPhigy alcanzaron menor contenido de SST a cosecha
respecto al control y al tratamiento combinado de KPhi (KPhipr:r) €n el afio 2014,
respuesta que no fue observada en el 2015 (Figura 12). En el afio 2014 ademas, la

fruta del tratamiento KPhipr presentd menor AT respecto al control.
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Tabla 6. Firmeza, color de pulpa y contenido de materia seca correspondientes al dia
de la cosecha en frutos de kiwi cv. ‘Hayward’ tratados o no tratados con KPhi (afios
2014 y 2015).

: nteni
Afos Tratamientos® Flm)eza C?Ior de o(I:e(;J rrfzte?i:
pulpa (IC) seca (%)
2014 KPhipr 76,4 +1,02a  -9,2+0,1a 15,6+0,6 a
KPhigr 745110 a -8,9+0,1 a 15,4+0,6 a
KPhiprri+Fru 774+10a -8,9+0,1 a 15,9+0,6 a
C 745+10a -8,710,1 a 16,4+0,6 a
Promedio 755+1,0B -8,9+0,1 B 15,8+0,6 B
2015 KPhipri 859+1,3a -8,4+0,1a 19,4+0,4 a
KPhigm 844+13a -84+0,1a 18,8+0,4 a
KPhiprri+Fru 824+13a -8,2+0,1a 18,6+0,4 a
C 83,7+1,3a -8,7¢0,1a 18,404 a
Promedio 84,1+1,3A -8,4+0,1 A 18,8+0,4 A
1 Aplicaciones foliares de KPhi en distintos estados fenoldgicos: KPhipr: una

aplicacion en prefloracién, KPhigy: 6 aplicaciones durante el desarrollo del fruto,
KPhipri+rru: UNa aplicacion en prefloracion y 6 aplicaciones durante el desarrollo del
fruto, C: plantas asperjadas con agua (Control). 2 Cada valor representa la media y su
error estandar de 3 repeticiones de 30 frutos. Letras mayusculas diferentes indican
diferencias significativas entre afios; letras minasculas diferentes indican diferencias
significativas entre tratamientos (Tukey-Kramer, a=0,05).
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Figura 12. Contenido de sélidos solubles totales (°Brix) y acidez titulable (%) a
cosecha, en frutos de kiwi cv. ‘Hayward’ tratados con KPhi en precosecha durante las
temporadas 2013-2014 y 2014-2015. Letras diferentes en una misma temporada
indican diferencias significativas entre tratamientos (Tukey-Kramer, a=0,05). Los
valores representan las medias y las barras de error indican el error estdndar de la
media de 3 repeticiones de 30 frutos.
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En la tercera temporada en la que en precosecha sélo se repitieron las aplicaciones
foliares de KPhi durante el desarrollo del fruto (tratamiento KPhir), Nno se encontraron
efectos significativos debido a los tratamientos sobre ninguno de los indices de
madurez y de calidad (p > 0,05) en la fruta que se analizé en la cosecha (Tabla 7).

Tabla 7. Firmeza, color de pulpa, contenido de materia seca, de solidos solubles
totales y acidez titulable correspondientes al dia de la cosecha en frutos de kiwi cv.
‘Hayward’ tratados y no tratados con KPhi en precosecha (afio 2016).

Tratamientos® Firmeza Color de MS Contenido de AT
(N) pulpa (%) SST (g ac. citrico
(1) (°Brix) 100 mL*jugo)
KPhigry 76,4+1,0a -8,3t0,1a 15,8+0,6 a 7,3+0,2 a 1,4+0,1 a
C 79,4+1,2a -8,1+0,1a 15,7+0,6 a 7,5+0,2 a 1,4+0,1 a

1 KPhiry: 6 aplicaciones durante el desarrollo del fruto, C: plantas asperjadas con
agua (Control), correspondiente a la temporada 2016. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre tratamientos (Tukey-Kramer, a=0,05).

3.2. indices de madurez al finalizar el almacenamiento refrigerado y en vida

comercial.

El efecto del asperjado con KPhi sobre la firmeza, tanto al finalizar los 4 meses de
almacenamiento en frio como la vida comercial, mostré una diferente respuesta segun
la temporada de cosecha (aflos 2014 6 2015) (interaccién Tratamiento x Afio
significativa; salida de frio: p < 0,0001; vida comercial: p = 0,0041). Al finalizar el
almacenamiento en frio, no se detectaron diferencias en la firmeza entre los frutos
tratados con KPhi y el control en el afio 2014, mientras que en el afio 2015, los frutos
KPhigy resultaron significativamente mas firmes que el control (Figura 13a). Las
diferencias entre los tratamientos fueron mayores en la vida comercial. En el afio 2014
los frutos de todos los tratamientos con KPhi resultaron mas firmes que el control al
finalizar la vida comercial, mientras que en el afio 2015 lo fueron los tratamientos
KPhir y KPhiprri+rra (Figura 13b).
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Figura 13. Firmeza (N) en frutos de kiwi cv. ‘Hayward’ tratados con KPhi en
precosecha durante las temporadas 2013-2014 y 2014-2015 y almacenados 4 meses
a0+ 0,5°C, 95% HR: a) a la salida del almacenamiento, b) durante 7 dias de vida
comercial a 20 + 2°C, 90% HR. Letras diferentes en una misma temporada indican
diferencias significativas entre tratamientos (Tukey-Kramer, a=0,05). Los valores
representan las medias y las barras de error indican el error estandar de la media de 3
repeticiones de 30 frutos.

Al finalizar el almacenamiento en frio y la vida comercial, no se encontré efecto
significativo de interaccion Tratamiento x Afio (p > 0,05), ni del factor Tratamiento,
sobre el color de pulpa (salida de frio: p =0,7646; vida comercial: p = 0,1604), el
contenido de SST (salida de frio: p =0,4931; vida comercial: p = 0,6265) o la AT (salida

de frio: p =0,0886; vida comercial: p = 0,3007). Ademas, y tal lo observado a cosecha,
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estas variables fueron afectadas significativamente (p < 0,05) por las condiciones del
afo. Al finalizar el almacenamiento en frio y la vida comercial, los frutos cosechados
en el aflo 2014 presentaron un color verde de pulpa mas intenso, menor contenido de
SST y menor AT respecto a los cosechados en el afio 2015 (Tabla 8).

En la tercera temporada, la firmeza fue el Unico indice de madurez afectado por los
tratamientos con KPhi, aplicado en precosecha, en poscosecha y su combinacién. Los
resultados para el contenido de SST, la AT e IC se muestran en la Tabla 9 y para
firmeza, en la Figura 14. Al finalizar el almacenamiento en frio todos los frutos
tratatados con KPhi resultaron mas firmes que los frutos control, mientras que en vida
comercial, los frutos tratados en precosecha (KPhigy-C) o con el tratamiento
combinado (KPhigy-KPhipes), resultaron mas firmes que los frutos control (C-C, que no

recibieron tratamiento con KPhi ni en precosecha ni en poscosecha).
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Tabla 8. Contenido de SST, color de pulpa y AT al finalizar el almacenamiento
refrigerado (4 meses a 0 £ 0,5°C, 95% HR) y vida comercial (4 meses a 0 £ 0,5°C,
95% HR + 7 dias a 20 + 2°C, 90% HR) en frutos de kiwi cv. ‘Hayward’ tratados o no
tratados con KPhi (afios 2014 y 2015).

) _ . Contenido Color de Acidez’tit_ulable
Afos Tratamientos de SST (g ac. citrico 100
(°Brix) pulpa (IC) mL™* jugo)
Salida de frio
2014 KPhipri 13,4 +1,0%a -9,9+0,1 a 1,07+0,6 a
KPhigr 13,7+1,0a -9,9+0,1 a 1,09+0,6 a
KPhiprei+fru 13,5+1,0a -9,8+0,1 a 1,08+0,6 a
C 142+10a -9,8+0,1 a 1,08+0,6 a
Promedio 13,7+1,0B -9,9+0,1 B 1,08+0,6 B
2015 KPhipri 16,7 +1,3 a -9,0+0,1 a 1,16+0,4 a
KPhigry 16,5+1,3a -9,0+0,1 a 1,27+0,4 a
KPhiprei+rru 16,3+1,3a -9,1+0,1 a 1,22+0,4 a
C 16,4+1,3a -9,6+0,1 a 1,25+0,4 a
Promedio 16,5+1,3A -9,2+0,1 A 1,22+0,4 A
Vida comercial
2014 KPhiprr 134+10a -9,7¢0,1 a 1,03+0,6 a
KPhigr 139+10a -8,9+0,1 a 1,07+0,6 a
KPhiprri+rr 13,7+10a -9,0+£0,1 a 1,09+0,6 a
C 143+1,0a -9,3+0,1 a 1,03+0,6 a
Promedio 13,8+1,0B -9,2+0,1 B 1,06+£0,6 B
2015 KPhipr 17,1+13a -8,0+£0,1 a 1,16+0,4 a
KPhigr 17,0+1,3a -8,1+0,1 a 1,22+0,4 a
KPhiprri+rr 16,8 +1,3 a -7,9+10,1 a 1,23+0,4 a
C 16,8 +1,3 a -8,4+0,1 a 1,21+0,4 a
Promedio 16,9+1,3A -8,1+0,1 A 1,21+0,4 A

1 Aplicaciones foliares de KPhi en distintos estados fenoldgicos: KPhipr: una
aplicacion en prefloracion, KPhigy: 6 aplicaciones durante el desarrollo del fruto,
KPhipri+ru: Una aplicacion en prefloracion y 6 aplicaciones durante el desarrollo del
fruto, C: plantas asperjadas con agua (Control). 2 Cada valor representa la media y su
error estandar de 3 repeticiones de 30 frutos. Para cada momento de evaluacion
(salida de frio o vida comercial), letras mayulsculas diferentes indican diferencias
significativas entre afios y letras mindsculas diferentes indican diferencias significativas
entre tratamientos (Tukey-Kramer, a=0,05).
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Figura 14. Firmeza (N) en frutos de kiwi cv. ‘Hayward tratados con KPhi en
precosecha y/o en poscosecha durante la temporada 2016: a) al finalizar el
almacenamiento durante 4 meses a 0 = 0,5°C, 95% HR: b) durante 7 dias de vida
comercial a 20 + 2°C, 90% HR. Letras diferentes en un mismo momento de evaluacion
(salida de frio o vida comercial) indican diferencias significativas entre tratamientos
(Tukey-Kramer, a=0,05). Los valores representan las medias y las barras de error
indican el error estdndar de la media de 4 repeticiones de 30 frutos.
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Tabla 9. Contenido de SST, color de pulpa y AT correspondientes a la salida de frio (4
meses a 0 + 0,5°C, 95% HR) y vida comercial (4 meses a 0 + 0,5°C, 95% HR + 7 dias
a 20 £ 2°C, 90% HR) en frutos de kiwi cv. ‘Hayward’ tratados o no tratados con KPhi
(afio 2016).

Tratamientos ngi[l'e?"llgroixc;e pcl:ﬁ[l)c:’;lr (Cljg) (g ac.'?:iit;cijceozfét; :: Il_Jlljeugo)

Salida de frio

KPhigy = C 13,0 +0,2% a -9,1+0,1 a 1,30+0,1 a

C - KPhipos 12,9 +0,2 a -9,0£0,1 a 1,27+0,1 a

KPhig - KPhipos 12,9 +0,2 a -9,1+0,1 a 1,32+0,1 a

c-C 13,1 £0,2 a -9,2+0,1 a 1,30+0,1 a
Vida comercial

KPhigy = C 13,1 +#0,2 a -8,3+0,2 a 1,20+0,1 a

C - KPhipos 13,2+0,2 a -8,3+0,2 a 1,24+0,1 a

KPhigy - KPhipos 12,9+0,2 a -8,4+0,2 a 1,27+0,1 a

cC-C 13,3+0,2 a -8,6+0,2 a 1,25+0,1 a

1 KPhiry - C: fruta proveniente de plantas asperjadas con KPhi en precosecha;
C — KPhipes: sin fosfito en precosecha, la fruta fue tratada en una solucién de fosfito en
posctosecha; KPhiry — KPhipes: fruta proveniente de plantas asperjadas con KPhi en
precosecha y tratadas por inmersion en poscosecha; C - C: sin tratamiento con fosfito.
2 Cada valor representa la media y su error estandar de 3 repeticiones de 30 frutos.
Letras diferentes en un mismo momento de evaluacion (salida de frio o vida comercial)
indican diferencias significativas entre tratamientos (Tukey-Kramer, a=0,05).

3.3. Produccidn de etileno y tasa respiratoria.

Se encontrd un efecto significativo (p = 0,0001) de interaccién entre los factores en
estudio (Tratamiento x Afio x Dias a 20°C) para la produccién de etileno. En la Figura
15 se muestra que hubo una menor produccién de etileno y en forma retrasada en la
temporada 2014, respecto de la temporada 2015. En el afio 2014, se encontrd un
adelanto del climaterio en los frutos del tratamiento KPhigr respecto al control y al
resto de los tratamientos con KPhi, comportamiento que no fue observado en el afio
2015. La produccidn de etileno en los frutos del tratamiento KPhipri-rru (QUe combina la
aplicacion en floracién y durante el desarrollo del fruto) fue en general la mas baja

durante ambas temporadas.
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Figura 15. Produccion de etileno (ul kg* h) en frutos de kiwi cv. ‘Hayward’ tratados
con KPhi en precosecha durante las temporadas: a) 2013-2014 y b) 2014-2015. Los
frutos analizados fueron incubados a 20°C y previamente almacenados durante 4
meses a 0 + 0,5°C, 95%HR. Las letras indican diferencias significativas entre
tratamientos en un mismo dia (Tukey-Kramer, a=0,05). Los valores representan las

medias y las barras de error indican el error estandar de la media de 3 repeticiones de
8 frutos.

No hubo efectos de interaccion Tratamiento x Afio x Dias a 20°C (p = 0,8101), ni de
Tratamiento x Afo (p = 0,8118) para la tasa respiratoria. La evolucion de la tasa
respiratoria de cada tratamiento fue diferente a 20°C, y las diferencias entre ellos fue
dependiente de los dias transcurridos a 20°C (interaccion Tratamiento x Dias a 20°C:
p = 0,0068) e independiente del afio de cosecha. En los frutos control sin KPhi la tasa

respiratoria fue mas alta y se elevd mas rdpidamente que en los restantes tratamientos
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(Figura 16). Los frutos KPhipri:er (tratados en prefloracion y durante el desarrollo del
fruto) presentaron un metabolismo respiratorio mas bajo durante todo el periodo de

incubacion.
Dias a 20°C
a) Tratamientos 1 4 7 10 14 17 21
KPhig, 2244a 1681ab 1580b  1639b  2266ab 2690ab 20,85ab
KPhig,, 2521a  1836ab 1528b  1832b  2207ab 26,81ab 20,78ab
KPhip g 20,02a  1457b 1155b  12,82b  1606b  1582b  1322b
C 3097a  2212a 2393a  29,65a  34,00a  3045a  28,68a
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Figura 16. Tasa respiratoria (mg CO2 kg* h') en frutos de kiwi cv. ‘Hayward’ tratados
con KPhi en precosecha durante las temporadas: a) 2013-2014 y b) 2014-2015. Los
frutos analizados fueron incubados a 20°C y previamente almacenados durante 4
meses a 0 £ 0,5°C, 95%HR. Los datos de la tabla para cada tratamiento y dia
corresponden al de las dos afios (2014 y 2015). Las letras indican diferencias
significativas entre tratamientos en un mismo dia (Tukey-Kramer, a=0,05). Los valores
representan las medias y las barras de error indican el error estandar de la media de 3
repeticiones de 8 frutos.

La produccion de etileno en la tercera temporada (afio 2016) difiri6 con el
tratamiento aplicado, siendo significativa la interaccion Tratamiento x Dias a 20°C
(p < 0,0001). Los frutos tratados con KPhi, principalmente KPhig-C (aplicacion en
precosecha), mostraron un climaterio retrasado y menor produccion de etileno

respecto a los controles (C-C, sin KPhi en precosecha ni en poscosecha) (Figura 17).
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No se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos
para tasa respiratoria (p = 0,7159), ni en su evolucién en el tiempo (efecto de
interaccion Tratamiento x Dias a 20°C; p = 0,9882).

Dias a 20°C
Tratamientos 1 4 7 10 14 17 21
KPhig,,-C -1,10a -1,1%9a -0,88a -104a -095a -101b -094c
C-KPhip,, 1,00a 121a -091a -111a -08a -1,15b 0,16b
KPhig,-KPhiz,, -0,88a -1,15a -0,71a -0,69a -05a -053ab 0,54ab
c-C -091a -126a -071a -070a 044a 1,07 a 1,02a
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Figura 17. Produccion de etileno (uL kg* h?) transformada por Log, en frutos de kiwi
cv. ‘Hayward’ tratados con KPhi en precosecha y/o en poscosecha en el afio 2016. Los
frutos analizados fueron incubados a 20°C, y previamente habian sido almacenados
durante 4 meses a 0 * 0,5°C, 95%HR. Las letras indican diferencias significativas
entre tratamientos en un mismo dia (Tukey-Kramer, a=0,05). Los valores representan
las medias y las barras de error indican el error estandar de la media de 3 repeticiones
de 8 frutos.

3.4. Evaluacion sensorial.

No hubo efectos de interaccion Tratamiento x Afo (p > 0,05) ni diferencias
estadisticas entre los tratamientos con KPhi para ninguno de los atributos analizados,
al finalizar el almacenamiento en frio y la vida comercial. Los panelistas detectaron
diferencias significativas (p > 0,05) para el factor Afio, en la textura y acidez de la fruta
al finalizar el almacenamiento en frio, y en los tres atributos, al finalizar la vida
comercial. Los frutos analizados al finalizar el almacenamiento en frio fueron valorados
por el panel con un mayor valor de textura, similar sabor caracteristico y menor valor
de acidez en el afio 2014 respecto del 2015 (Tabla 10). Al finalizar la vida comercial,

los panelistas percibieron mayor textura, sabor caracteristico y acidez en los frutos del
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afio 2014 respecto del afio 2015, independientemente del tratamiento con KPhi
aplicado (Tabla 10).

Tabla 10. Textura, sabor caracteristico y acidez de frutos de kiwi al finalizar el
almacenamiento refrigerado (4 meses a 0 £ 0,5°C, 95% HR) y vida comercial (4 meses
a0 +£0,5°C, 95% HR + 7 dias a 20 + 2°C, 90% HR), segun un panel de jueces semi-
entrenados (6 a 8 jueces).

Atributos sensoriales

Anos Tratamientos* Textura® Sabor caracteristico®  Acidez*
Salida de frio

2014 KPhip,g 2,9+0,1a 2,8+0,1a 2,8+0,1a
KPhig, 3,0£0,1 a 2,7¢0,2 a 2,8+0,1a
KPhipgi+eru 2,910,1a 2,7¢0,1a 2,8+0,1a

C 3,0£0,1a 2,8+0,2 a 2,8+0,1a

Promedio 3,0£0,1 A 2,8+0,2 A 2,840,1 B

2015 KPhip,g 2,840,1a 2,6+0,2 a 3,1t0,1 a
KPhig, 2,8+0,1a 2,620,2 a 2,8t0,1a
KPhipg+ery 2,7¢0,1 a 2,8+0,2 a 2,9+0,1a

C 2,7¢0,1 a 2,4+0,2 a 3,1+0,1 a
Promedio 2,8+0,1B 2,6x0,2 A 3,0+0,1 A

Vida comercial

2014 KPhipg 3,0£0,1a 3,1t0,1a 2,9t0,1a
KPhig, 3,0+0,1a 3,4t0,1a 3,1#0,1 a
KPhipg+ery 3,0+0,1a 3,4t0,1a 3,2#0,1a

C 2,9+0,1a 3,4t0,1a 2,7+0,1 a
Promedio 3,0+0,1 A 3,3+0,1 A 3,0+0,1 A

2015 KPhipg 2,7¢0,1a 2,4t0,2 a 2,7¢0,1 a
KPhig, 2,5t0,1a 2,2+0,2 a 2,4+0,1a
KPhipgi+eru 2,7¢0,1a 2,3t0,1a 3,0£0,2 a

C 2,6+0,1a 2,4+0,2 a 2,6+0,1a

Promedio 2,6+0,1B 2,4+0,2 B 2,7+0,1 B

Tratamientos con KPhi en precosecha en distintos estados fisiolégicos: KPhips: una aplicacion
en prefloracion, KPhigy: 6 aplicaciones durante el desarrollo del fruto, KPhipri+rri: Una aplicacion en
prefloracion y 6 aplicaciones durante el desarrollo del fruto, C: plantas no tratadas (Control).

2Textura: 1: extremadamente blando; 2: ligeramente blando a blando; 3: agradable; 4:
ligeramente duro a duro.

3Sabor caracteristico: 1: escaso o alcohdlico; 2: bueno; 3: satisfactorio; 4. muy
satisfactorio.

‘Acidez: 1. muy poco Aacido; 2: poco &cido; 3: agradable; 4: algo A&cido; 5:
extremadamente acido.

Letras mindsculas diferentes en una misma columna y momento de evaluacién (salida
de frio o vida comercial) indican diferencias significativas entre tratamientos (Tukey-
Kramer, 0=0,05). Letras mayusculas diferentes en una misma columna y momento de
evaluacion (salida de frio o vida comercial) indican diferencias significativas entre afios
(Tukey-Kramer, 0=0,05).
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Tampoco se encontraron diferencias entre tratamientos en la tercera temporada,
cuando se evalud la aplicacién precosecha, poscosecha y su combinacion, tanto al
finalizar el almacenamiento en frio como la vida comercial (p > 0,05) (Tabla 11).

Tabla 11. Textura, sabor caracteristico y acidez de frutos de kiwi al finalizar el
almacenamiento refrigerado (4 meses a 0 + 0,5°C, 95% HR) y vida comercial (4 meses
a0+£0,5°C, 95% HR + 7 dias a 20 + 2°C, 90% HR), segun un panel de jueces semi-
entrenados (6 a 8 jueces) (afio 2016).

Atributos sensoriales

Tratamientos® Sabor

Textura? caracteristico® Acidez*

Salida de frio
KPhigy—C 2,9+0,1 a 2,2+0,1 a 2,7+0,2 a
C - KPhipos 3,1#0,1 a 2,2+0,1 a 3,1+0,2 a
KPhigr - KPhipos 2,7+0,1 a 2,3x0,1 a 2,9+0,2 a
C-C 2,940,1 a 2,2+0,1 a 3,1#0,2 a

Vida comercial
KPhigy—C 2,840,09 a 2,3x0,2 a 2,5+0,1a
C - KPhipos 2,7£0,09 a 2,310,2 a 2,4+0,1 a
KPhig - KPhipos 3,0+0,10 a 2,440,2 a 2,6x0,1a
C-C 2,6+0,09 a 2,4+0,2 a 2,540,1 a

Tratamientos con fosfito: KPhig-C: seis aplicaciones foliares durante el desarrollo del
fruto; C-KPhipos: sin fosfito en precosecha y tratada en una solucion de fosfito en
poscosecha; KPhigy-KPhipes: fruta tratada en precosecha y en poscosecha; C-C: sin
KPhi precosecha o poscosecha.

2Textura: 1: extremadamente blando; 2: ligeramente blando a blando; 3: agradable; 4:
ligeramente duro a duro.

3Sabor caracteristico: 1: escaso o alcohdlico; 2: bueno; 3: satisfactorio; 4: muy
satisfactorio.

‘Acidez: 1. muy poco Aacido; 2: poco acido; 3: agradable; 4: algo acido; 5:
extremadamente acido.

Letras diferentes en una misma columna y momento de evaluacién (salida de frio o
vida comercial) indican diferencias significativas entre tratamientos (Tukey-Kramer,
a=0,05).

4. DISCUSION.

El asperjado de las plantas de kiwi con KPhi en prefloracion o durante el
crecimiento del fruto y su combinacion no afecto el contenido de materia seca, firmeza
y color de pulpa en los frutos analizados al momento de la cosecha en ninguna de las
dos temporadas (cosechas de los afios 2014 y 2015). Tampoco se encontrd un efecto

del asperjado con KPhi durante el crecimiento del fruto sobre estos indices evaluados
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a cosecha en el 2016. En los tres afios de experimentos, el contenido de materia seca
alcanzo al menos 16%, valor que estuvo relacionado con el minimo contenido de SST
aceptable en el fruto maduro para consumo (cercano a 13°Brix). El afio 2015 present6
caracteristicas particulares que permitieron una mayor acumulacion de materia seca,
alcanzando un valor de alrededor de 18,8% en promedio de los tratamientos de
precosecha, que se correlacion6 con un valor mas alto de contenido de SST en el fruto
maduro (16,5°Brix).

Esta falta de efecto debido a los tratamientos con KPhi en el contenido de materia
seca y contenido de SST indicaria que este bioestimulante no modificéd la tasa de
acumulacion de materia seca o el metabolismo de los carbohidratos en los frutos. En
particular, el KPhi mostré efecto sobre el contenido de SST y la AT sélo en la
temporada de cosecha 2014, sobre todo cuando las plantas se asperjaron en
prefloracién, alcanzando menores valores respecto al resto de los tratamientos.
Probablemente, este efecto se haya manifestado por una combinacion entre los
tratamientos y las condiciones ambientales particulares de ese afo. En la Figura | del
APENDICE se muestran los registros de temperaturas media, maxima y minima media
mensual, heliofania relativa media mensual de todo el ciclo del cultivo (desde
noviembre a mayo), correspondientes a las temporadas 2013-2014 y 2014-2015. Es
dificil identificar cual de estas variables podria explicar la menor acumulacién de SSTy
AT en los frutos tratados con KPhi en la temporada 2013-2014. Probablemente la
respuesta observada se deba a una combinacién de mas de una variable climatica en
interaccion con otros factores no contemplados en este trabajo de Tesis.

Burdon y Lallu (2011) mencionaron que las condiciones ambientales propias de
cada lugar y de cada afio y las practicas productivas pueden modificar la tasa de
acumulacion de SST, y con ello, el estado de madurez del fruto. Es decir que en el
efecto de interaccién entre las condiciones climaticas propias de cada afio y los
tratamientos con KPhi, estarian involucrados otros factores relacionados con las
caracteristicas propias de la plantacion y del lote, y el manejo agrondmico particular de
cada afio.

Como el efecto del asperjado precosecha con KPhi sobre algunos indices de
madurez de los frutos fue observado en el momento de cosecha soélo en una
temporada de un total de tres, no hay suficientes evidencias para demostrar que los
Phi pudieran modificar la dinamica de la maduracién organoléptica de los frutos de kiwi

cv. ‘Hayward’ mientras se encuentran en la planta.
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Independientemente de los tratamientos con KPhi, las condiciones del afo
modificaron la firmeza, el color de la pulpa y la materia seca acumulada a cosecha. En
los meses de noviembre, diciembre y enero se registraron temperaturas maximas y
minimas mas altas en el 2014 respecto al 2015 (Figuras | y lll del APENDICE), lo que
esta asociado con una menor acumulacion de materia seca y menor firmeza de la
fruta, debido a que los fotosintatos son derivados mayormente a crecimiento
vegetativo y no a los frutos (Snelgar et al., 2005). Estos autores sugirieron que las
temperaturas diurnas promueven la fotosintesis, pero si la temperatura se mantiene
elevada por la noche, ello se asocia con una mayor tasa respiratoria y una menor
acumulacion de materia seca. Esta es una de las razones por las que las zonas que
presentan noches con temperaturas templadas a frescas fundamentalmente en
verano, por lo general cercanas a la costa maritima, son las mas aptas para la
produccion de kiwi porque se promueve una alta acumulacién de materia seca que se
asocia con un fruto de muy buen sabor cuando alcance la madurez de consumo.

Segun Hopkirk et al. (1989), un aumento de la temperatura en los meses de otofio
retrasa la degradacién del almidén y la acumulacién de sélidos solubles,
prolongandose el ciclo productivo. En esta situacién y si las condiciones del cultivo son
propicias, la materia seca puede seguir aumentando en el fruto (Hall y Snelgar, 2008).
Comparando las temperaturas de marzo y abril de ambas temporadas (Figuras I, IV y
V del APENDICE) surge que hubo temperaturas algo superiores durante el afio 2015,
lo cual también explicaria el mayor contenido de materia seca detectado en los frutos
respecto al aio 2014. Similares condiciones de temperatura maxima y minima se
registraron en el afio 2016 respecto al 2014 (Figura | del APENDICE), siendo similar el
contenido de materia seca que alcanzaron los frutos a cosecha.

Como se mencioné en la INTRODUCCION GENERAL, el calcio es uno de los
micronutrientes que mas relacién tiene con la firmeza y el ablandamiento de los frutos
en poscosecha. En la planta, el calcio es transportado desde la raiz hacia las hojas y
frutos por el xilema (Clark y Smith, 1991). Estos autores demostraron que su
acumulacion en el fruto de kiwi ocurre mayoritariamente (hasta el 75% del total)
durante las primeras ocho semanas desde el cuajado, en coincidencia con el cese de
la division celular. Tal lo discutido anteriormente, las condiciones climaticas inciden
sobre la acumulaciéon de materia seca y también podrian influir sobre la acumulacién
de éste y de otros nutrientes, modificando la composicion mineral del fruto y su
comportamiento poscosecha. Este tema de estudio, relacionado con el efecto tanto de

las variables climéaticas preponderantes en el sudeste de la provincia de Buenos Aires,
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como de la nutricion mineral, sobre el contenido de micronutrientes del fruto de kiwi,
principlamente calcio, y su asociacién con el comportamiento en poscosecha, podria
ser abordado en futuras investigaciones.

En los frutos climatéricos, el inicio de los cambios fisicos y bioquimicos
relacionados con la maduracién organoléptica, que incluyen el ablandamiento, es
inducido por un marcado aumento de la produccion de etileno, por activacion de su
autocatalisis (Giovanonni, 2004; Pech et al., 2013; Tucker, 2017). Es decir que un fruto
pre-climatérico pasa de tener una produccion de etileno basal o imperceptible
(“Sistema 1”) a una produccién exponencial de la hormona por activacién de la
autocatalisis (“Sistema 2”), lo cual dispara la maduracion organoléptica (McMurchie et
al., 1972; Pech et al., 2013).

A diferencia de la mayoria de los frutos, el kiwi tiene la particularidad de ablandarse
(pérdida de alrededor del 80% de la firmeza de cosecha) durante el almacenamiento
en frio aln mientras no produce niveles detectables de etileno (Hewett et al., 1999;
Antunes, 2007; Atkinson et al., 2011; Mitalo et al., 2019). El incremento en la
produccion de etileno asociado al climaterio (produccién autocatalitica) ocurre en la
tercera fase de la curva de ablandamiento, cuando la maduracién organoléptica se
encuentra en estado avanzado y el fruto presenta madurez de consumo (entre 6 y 8 N)
(Schroder y Atkinson, 2006; Atkinson et al., 2011).

Aunque el etileno pareciera no ser indispensable en el proceso de ablandamiento
del kiwi, Atkinson et al. (2011) demostraron que frutos de kiwi en madurez de consumo
(fase 3), mutantes para la ACC oxidasa, se mantenian firmes en ausencia de etileno y
se ablandaban si eran tratados con etileno exdégeno. De esta manera se comprobé que
el etileno tiene un rol fundamental en la regulacién de la transcripcion de las enzimas
gue actdan en las ultimas fases de la curva de ablandamiento (fases 3y 4, Figura 3 de
la INTRODUCCION GENERAL).

La modulacion del ablandamiento en el fruto de kiwi fue estudiada en profundidad
recientemente. Mworia et al. (2012) reportaron que las bajas temperaturas (4°C) y
también el etileno inducen la transcripcion de las enzimas de ablandamiento PGs, PLs
y EXP. Asiche et al. (2018) concluyeron que la maduracion organoléptica en el kiwi
esta gobernada por tres conjuntos de genes diferentes: los que responden al estimulo
del etileno, los que responden a las bajas temperaturas y los que responden a ambos
estimulos. Mitalo et al. (2019) demostraron que las bajas temperaturas (5°C) inducen
la expresion de genes codificantes para las enzimas PME, PG y EXP, pero no para la

xiloglucano endotransferasa (XET2) en frutos de kiwi cv. ‘Hayward’.
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En este trabajo de Tesis probablemente la baja temperatura durante el
almacenamiento indujo la sintesis de las enzimas involucradas en la degradacion de
almidén (a y B-amilasa y a-glucosidasa) (Hu et al., 2016; Asiche et al., 2018) y las que
actian en el ablandamiento del fruto durante las primeras fases (PME, PG,
galactosidasa) (Schroder y Atkinson, 2006). No obstante, en la segunda y tercera
temporada (afios 2015 y 2016) se detectd6 menor ablandamiento en algunos
tratamientos con KPhi respecto al control a la salida de frio, en frutos que por su
firmeza se encontraban proximos a madurez de consumo. Estas diferencias no
pueden ser explicadas s6lo por la menor produccion de etileno de los frutos tratados
con KPhi, ya que en el muestreo inicial (dia 1 a 20°C) realizado en los frutos
almacenados por 4 meses en frio no se detectaron diferentes niveles respecto al
control, mostrando los frutos de todos los tratamientos y el control una produccién
extremadamente baja (Figuras 15b y 17).

En vida comercial (7 dias a 20°C), la mayor firmeza en los frutos en los que se
aplicé KPhi, fundamentalmente por asperjado de las plantas durante el desarrollo del
fruto o en combinacién con la inmersion en poscosecha respecto al control, tampoco
podria adjudicarse sélo a la menor tasa de produccién de etileno medida a los 7 dias,
ya que ello sdlo ocurrié en una de tres temporadas (Figuras 15y 17). Al igual que a la
salida de frio, la tasa de produccion de etileno fue extremadamente baja en vida
comercial en todas las temporadas evaluadas, tanto en los frutos tratados con KPhi
como en los frutos control.

Los resultados de esta Tesis indican que el KPhi retrasa el incremento respiratorio
asociado al climaterio (detectado en 2 de 3 afios de experimentacion). También
deprime la produccion de etileno, ya que los frutos de al menos alguno de los
tratamientos con KPhi produjeron menos etileno que los controles en las tres
temporadas, con un retraso en los dias en los que se detectd el incremento asociado a
la maduracién organolética. Si bien parece haber un cierto desfasaje entre la causa
(retraso en el climaterio, con reduccion en la tasa de produccion de etileno) y el efecto
(menor ablandamiento), no se puede descartar que a nivel celular el KPhi y su efecto
sobre el etileno afecte la sintesis o la actividad de enzimas especificas del fruto de kiwi
involucradas en su ablandamiento como la PG (Atkinson et al., 2011), PL1 y XET1,
gue son inducidas sélo por el etileno (Mitalo et al., 2019).

Un reciente estudio realizado en kiwi ha mostrado que la tasa de ablandamiento del
fruto también puede diferir con la composicion de la pared celular (Fullerton et al.,

2020). Un mayor contenido de xiloglucanos (hemicelulosa) embebidos en las fibras de
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celulosa, dandole mayor integridad estructural a la pared y un acceso mas dificultoso a
los sustratos de las enzimas, fueron asociados con genotipos con una tasa de
ablandamiento més baja.

Para Fullerton (2015), las células del pericarpio del fruto de kiwi en su estado
maduro generalmente no presentan pared secundaria con deposicion de lignina. Sin
embargo, se ha demostrado que el contenido de lignina en las células del pericarpio
externo del fruto de kiwi puede aumentar hasta 9 veces en el periodo comprendido
entre la cosecha y los 100 dias de almacenamiento refrigerado, debido a que las bajas
temperaturas promueven su sintesis (Li et al., 2017). En ese sentido, se podria
proponer que la deposicion de lignina y suberina relacionada con una de las
respuestas a estreses abitticos (Bhardwaj et al., 2014; Li et al., 2017) y a la aplicacién
de KPhi (Olivieri et al., 2012; Lobato et al., 2018) podrian aumentar la integridad de la
pared celular. Por tanto, la mayor firmeza en los frutos tratados con KPhi también
podria estar debida al mayor contenido de lignina depositado en las células del tejido
del pericarpio externo (Capitulo 2).

Los mecanismos por los cuales el Phi puede tener una funcién bioestimulante adn
no han sido totalmente dilucidados. Los compuestos inorganicos como los Phi pueden
modificar el potencial osmético, el pH y el potencial redox de las células; también
disparar diferentes rutas metabdlicas en respuesta a estrés (du Jardin, 2015). En
papa, los Phi mostraron efectos positivos sobre parametros fisiolégicos asociados a
rendimiento y calidad del cultivo, y la respuesta se relacion6 en parte con la induccién
de la sobreexpresion de genes involucrados en el metabolismo primario (Guzzo,
2016). En su trabajo de Tesis, reportd que los Phi fueron los responsables de provocar
cambios en los Fotosistema | y Il, en el Ciclo de Calvin, en el metabolismo del carbono
y de aminodcidos y en la sintesis de proteinas, lo que fue publicado recientemente por
Feldman et al. (2020).

Estudios transcriptomicos realizados en papa demuestran que los Phi modifican la
expresion de cientos de genes (Burra et al., 2014). Como ocurre con otros
bioestimulantes con efecto elicitor, los Phi producen un efecto priming, dependiente de
las sefiales inducidas por el SA, con un aumento de su concentracidbn que es
promovido y regulado por la PAL, enzima que aumenta su actividad hasta 10 veces
durante el priming (Massoud et al., 2012; Burra et al., 2014).

Se ha demostrado que el KPhi induce vias de sintesis de etileno, con aumento de la
expresion de la enzima 1-aminociclopropano-1-carboxilato oxidasa (ACC oxidasa) y

gue el etileno es necesario para inducir la sintesis de JA (Guzzo, 2016). El KPhi induce
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un efecto tipo priming que depende de la via JA/etileno y de la resistencia sistémica,
dependiente de la via del SA. El etileno regula la intercomunicacion (crosstalk, segin
la sigla en inglés) entre las vias JAletileno y SA via NPR1 (Non expressor of
pathogenesis-related genesl o NPR1), que es co-activador de la transcripcién de
genes de respuesta de defensa (Fu y Dong, 2013).

El aumento de la concentracion de SA debido al efecto priming también podria
estar contribuyendo con el mantenimiento de la calidad poscosecha. Algunos trabajos
demuestran que la aplicacion de SA mantiene la calidad en frutillas (Babalar et al.,
2007), mejora el color en pimientos (Jimenez Garcia et al., 2018) y retrasa la
maduracién organoléptica y la senescencia en banana (Srivastava y Dwivedi, 2000),
durazno (Tareen et al., 2012, 2017; Razavi et al., 2014), frutilla (Shafiee et al., 2010),
kiwi (Zhang et al., 2003; Yin et al., 2013), manzana (Mo et al., 2008), mango (Hong et
al., 2014) y uva (Marzouk y Kassem, 2011; Champa et al., 2015). El SA contribuye con
la integridad de la membrana celular, reduce la sintesis de etileno, aumenta la
actividad del sistema antioxidante, la acumulacién de proteinas de choque térmico
(HSP) y alivia la ocurrencia del dafio por frio regulando la actividad de las enzimas
PAL y polifenoloxidasa (PPO) (Aghdam et al.,, 2016). Esos podrian ser algunos
mecanismos por los cuales el SA mantiene la calidad poscosecha. Ademas, el SA
reduce la incidencia de podredumbres y mejora las propiedades nutracéuticas de
diferentes frutas y hortalizas, lo cual serd ampliado en los Capitulos 2 y 3,
respectivamente.

En ese sentido, Massoud et al. (2012) determinaron en Arabidopsis que la
aplicacion de bajas concentraciones de fosfito (<10 mM) activan la ruta de defensa
dependiente del SA, con aumento del mismo. Coincidentemente, Lovatt y Mikkelsen
(2006) sugirieron gque el Phi, asi como otros elicitores, promoverian la ruta del acido
shikimico, y con ello, un aumento del nivel de SA, entre otras respuestas. El aumento
en la concentracion del SA en los frutos de las plantas tratadas con Phi podrian
justificar la menor produccién de etileno respecto al control, ya que Zhang et al. (2003)
reportaron que la aplicacion de &cido acetil-salicilico (ASA) en kiwi produjo una
disminucion de la actividad de las enzimas relacionadas con la sintesis de etileno
(ACC sintasa y ACC oxidasa). Yin et al. (2013) demostraron que el ASA, derivado del
SA, inhibe la sintesis de etileno en kiwi y también su percepcion. En su trabajo,
demostraron que el ASA reprime la expresion de receptores de etileno que se inducen
por la presencia de etileno (genes AdER1, AdETR1, AdETR2, AdETR3), reduciendo

en consecuencia la percepcion del mismo.
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Si bien el efecto difiri6 con la temporada, el asperjado de las plantas con KPhi
durante el desarrollo del fruto mostré una buena efectividad, al resultar los frutos de
este tratamiento mas firmes que los controles en las tres temporadas, cuando se

fueron evaluados en vida comercial luego de 4 meses de almacenamiento refrigerado.
5. CONCLUSIONES.

Hay evidencias para rechazar la hipétesis que sostenia que el fosfito de potasio
retrasa el ablandamiento y promueve la acumulacién de sélidos solubles y de materia
seca en frutos de kiwi y esa mejora se relaciona con una mayor calidad sensorial
durante el almacenamiento prolongado.

La aplicacion de fosfito tanto en precosecha como en poscosecha disminuyo el
ablandamiento de la fruta al finalizar la vida comercial, luego del almacenamiento
refrigerado, sin afectar significativamente otros indices de madurez y de calidad como
color de pulpa, contenido de sélidos solubles totales y de materia seca o acidez
titulable. Los tratamientos no afectaron ni mejoraron la calidad sensorial del producto
almacenado.

Hay evidencias para rechazar parcialmente la hipétesis que sostenia que las
aplicaciones de fosfito durante el crecimiento del fruto producen una mejora de las
caracteristicas sensoriales y nutracéuticas.

El asperjado con KPhi durante el crecimiento del fruto de kiwi no produjo una
mejora de sus caracteristicas sensoriales cuando fue evaluado al finalizar el
almacenamiento en frio y en vida comercial.

Hay evidencias para aceptar parcialmente la hip6tesis que sostenia que el
tratamiento con fosfito deprime la produccién de etileno y la respiracion en el fruto y
dispara respuestas bioquimicas asociadas a la induccién de defensas.

El tratamiento con fosfito deprimié la produccion de etileno en los tres afios de
evaluacion y también redujo la tasa respiratoria de los frutos de kiwi (en dos de tres

temporadas).
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CAPITULO 2: EFECTO DE LA APLICACION DE FOSFITO DE POTASIO SOBRE EL
DESARROLLO DE BOTRYTIS EN FRUTOS ALMACENADOS EN FRIO.

Este capitulo responde a las siguientes hipétesis de trabajo:

H2. El fosfito de potasio induce respuestas en el fruto que se asocian con una
mayor tolerancia al desarrollo de podredumbre gris.

H4. El efecto protector del fosfito es mayor cuando son aplicados en floracion y en
poscosecha.

H6. El tratamiento con fosfito deprime la produccion de etileno y la respiracion en el

fruto y dispara respuestas bioquimicas asociadas a la induccién de defensa.

Los resultados (temporada 2014-2015) se presentaron en el VIII International
Symposium of Kiwifruit (18-22 de septiembre del 2014, Dujiangyan, China) y en el XV
Congreso Latinoamericano de Fisiologia Vegetal — XXX Reunién Argentina de
Fisiologia Vegetal (Mar del Plata). Los resultados de la ultima temporada de cosecha
(2016) se han presentado en el Il Congreso Argentino de Biologia y Tecnologia

Poscosecha, realizado en octubre 2019, en Santiago del Estero, Argentina.

- Presentaciones a Congresos:

Yommi, A., M. Feldman, F. Olivieri, M.C. Guzzo, P. Suarez, V. Quillehauquy and A.
Andreu. 2014. Phosphites improve tolerance to gray mold and induce defense
mechanisms in the ‘Hayward’ kiwifruit. VIII International Symposium of Kiwifruit,
Dujiangyan, Chengdu, China, 18/9 al 22/9 del 2014, p. 93.

Yommi, A., M. Feldman, F. Olivieri, M.C. Guzzo, P. Suarez, V. Quillehauquy and A.
Andreu. 2014. Los fosfitos mejoran la tolerancia a la podredumbre gris e inducen
mecanismos de defensa en el kiwi ‘Hayward’. ReslUmenes de trabajos
presentados en el XV Congreso Latinoamericano de Fisiologia Vegetal — XXX
Reunion Argentina de Fisiologia Vegetal, Mar del Plata. p 79.

Yommi, A., M.C. Baeza, M.C. Sanchez, V. Quillehauquy, C. Paz, P.A. Gbmez y A.B.
Andreu. 2019. Efectos del fosfito sobre Botrytis cinerea en frutos de Kkiwi
‘Hayward’. Libro de Resumenes |l Congreso Argentino de Biologia y Tecnologia
Poscosecha: libro de resimenes /compilado por Silvia del C. Rodriguez... [et. al].
- la ed.- Santiago del Estero: Universidad Nacional de Santiago del Estero -
UNSE. Facultad de Agronomia y Agroindustrias. ISBN 978-987-1676-88-0. p. 19.

- Capitulo de libro:

Yommi, A., F.P. Olivieri, M.L. Feldman, P.A. Suarez, M.C. Guzzo, Quillehauquy,
V., Casanovas, E.M., G. Fasciglione, Baeza, C. y A. Andreu. 2016. Vol IV. La
aplicacion de fosfito en Kiwi como herramienta tecnoldgica para el agregado de valor.
En: Vinculacion Tecnolégica: de la Universidad al Medio Socio-Productivo. Ed.
EUDEM, UNMDP. Mar del Plata. pp. 67-72. ISBN 978-987-544-724-0.
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1. INTRODUCCION.

B. cinerea es un hongo que causa la podredumbre gris o podredumbre peduncular
del fruto de kiwi y crece en un rango amplio de temperaturas (0 a 30°C), adaptandose
a las condiciones de refrigeracion (Romanazzi y Feliziani, 2014). En el kiwi
almacenado, la incidencia de la podredumbre gris aumenta con el tiempo, asociado a
un aumento de la susceptibilidad del fruto a la enfermedad.

Si bien la incidencia de pudriciones por B. cinerea puede variar con el manejo
agronOémico y con las condiciones ambientales de cada temporada (Pennycook, 1985),
el hongo es omnipresente y puede ocasionar cuantiosas pérdidas de producto,
ademas de elevar los costos por la necesidad de re-empaque de la fruta en destino
(Droby y Lichter, 2007).

La infeccion primaria proviene de los conidios que ingresan por la herida de
cosecha durante o después de la cosecha. La infeccion secundaria se produce cuando
el micelio de un fruto enfermo ingresa a otros que se encuentren alrededor
(Romanazzi y Feliziani, 2014). B. cinerea es un hongo necrotrofico que libera enzimas,
toxinas y compuestos que inducen la muerte de la célula infectada y de esa manera,
va colonizando el tejido del hospedante (Williamson et al., 2007; Romanazzi y
Feliziani, 2014; Gonzalez-Fernandez et al., 2015).

Como ya fue mencionado en la INTRODUCCION GENERAL, el manejo de la
podredumbre gris causada por B. cinerea debe basarse en una combinacién de
diferentes estrategias (Droby y Lichter, 2007). Estos autores mencionan que con
algunas practicas culturales, el uso de algun método de prediccién temprano y
haciendo un buen curado de la fruta en poscosecha, se ha logrado reducir la
incidencia de Botrytis en kiwi en Nueva Zelanda.

Para que haya enfermedad es necesario que el hospedante sea susceptible. En su
trabajo, Wurms (2005) comparo la susceptibilidad de los frutos de kiwi cv. ‘Hayward’ y
cv. ‘Hort16A’ a la podredumbre gris, inoculando los frutos con B. cinerea. Luego del
curado, la mayor tolerancia del cv. ‘Hort16A’ respecto al cv. ‘Hayward’ se asocio con la
presencia de fenoles con actividad fungitéxica y con un aumento de la actividad de
guitinasas en el pericarpio de los frutos, expresadas mayormente luego de tres meses
de almacenamiento refrigerado que inmediatamente después del curado. Por otro
lado, este autor encontrd en el cv. ‘Hayward’ presencia de compuestos fendlicos con
actividad fungitoxica, asi como un aumento de la actividad de glucanasas, no de
quitinasas, al finalizar los tres meses de almacenamiento. Ello indica que las

respuestas inducidas por el curado se mantienen durante el almacenamiento, lo que
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otorga un cierto grado de tolerancia al desarrollo de la podredumbre gris. Ippolito et al.
(1997) encontraron que la actividad de las enzimas PAL y PPO aument6 (de 7 a 3
veces, respectivamente) en los frutos durante los primeros 4 dias de curado a 15°C en
comparacion con los que habian sido almacenados a 0°C sin previo curado. Como
respuesta a esta mayor actividad enzimatica en los frutos curados, determinaron un
aumento del contenido de acidos fendlicos de entre el 10 y el 50%.

En el mismo sentido, otros autores reportaron que el aumento de los compuestos
fendlicos y su polimerizacion podria ser uno de los mecanismos de resistencia del fruto
al impedir la invasion del patégeno a los tejidos del mismo (Ruiz-Garcia y Gémez-
Plaza, 2013). Por consiguiente, una estrategia de control podria basarse en el
aumento de la resistencia de las plantas al desarrollo fingico mediante el uso de
inductores de defensa como el Phi. El Phi tiene efectos sobre el metabolismo primario
y secundario de la planta (Guzzo, 2016; Feldman et al., 2020). Aplicado durante el
cultivo de papa, promovio la acumulacion de compuestos secundarios, fitoalexinas, la
induccién de proteinas relacionadas con la patogénesis (proteinas-PR) como B-1,3-
glucanasas y quitinasas, asi como de la PPO y peroxidasas (POD), reduciendo la
susceptibilidad a patégenos (Lobato et al., 2008, 2011). También se ha demostrado en
papa que el Phi ha disparado una respuesta hipersensible y un efecto priming,
preparando a la planta o al tubérculo para la defensa ante la infeccion de un patégeno
(Huang et al., 2018). Ademas, otros autores han comprobado que el KPhi induce la
sintesis de compuestos fendlicos (Araujo et al., 2015).

Todas estas respuestas de defensa estan mediadas por el SA, JA y etileno. Se
demostré que ambas hormonas, JA y SA, junto con el etileno, inducen una respuesta
tipo priming, evidenciado por un aumento del contenido de peréxido de hidrégeno
(H202) en los frutos tratados respecto a los controles luego de haber sido inoculados
con hongos patégenos (Glowacz y Rees, 2016). Este aumento del contenido de H20;
es la sefial para comenzar la induccién de la resistencia, con la expresion de genes
gue codifican las proteinas-PR y enzimas relacionadas con la patogénesis. Guzzo
(2016) también demostré que la aplicacion de Phi en papa indujo la expresion de
genes PR, de genes que patrticipan en la sintesis de la pared celular, en la sintesis de
flavonoides y en la regulacién de las especies reactivas del oxigeno (EROs) y el
mantenimiento de la homeostasis celular, interviniendo la via del JA/etileno.

Varios autores estudiaron y describieron el efecto priming del KPhi en papa (Lobato
et al.,, 2008; Machinandiarena et al.,, 2012; Guzzo, 2016; Feldman et al.,, 2020)

infectadas con Phytophtora infestans. El priming es seguido por una serie de
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respuestas de defensa de tipo SAR, con sintesis de proteinas relacionadas con la
patogénesis, reforzamiento celular y sintesis de flavonoides (Guzzo, 2016).

Las respuestas ante la infeccion de B. cinerea dependen de un mecanismo
hormonal en el que intervienen e interactian distintas vias como la del SA, JA y
etileno. El rol del SA en la resistencia a B. cinerea aun no esta claro (Abugamar et al.,
2017), aunque varios trabajos cientificos revisados por Dixon et al. (2002) sugieren
gue actia como una sefal regulando la transcripcion de genes relacionados con la
patogénesis y en la muerte celular del hospedante inducida por el patégeno. En
cultivares de uva resistentes a B. cinerea, la acumulacion de EROs y la activacién de
la sintesis de compuestos antioxidantes ha sido relacionado como parte de la
respuesta de defensa (Wan et al., 2015).

El patosistema Botrytis-tomate fue estudiado por Guzzo (2016). El asperjado de las
plantas con KPhi indujo priming y una mayor resistencia a la enfermedad. En base a
resultados de estudios proteémicos demostré que la induccién de resistencia en
tomate requiere las vias de sefializacién del JA/etileno y del SA. La via de sefiales del
JA es esencial en la induccion de resistencia a Botrytis spp., mientras que el etileno
puede tener un rol y una respuesta variable segun la especie (Abugamar et al., 2017).
Estos autores reportaron que la infeccion de un patégeno necrotréfico como Botrytis
spp. activa la via JA/etileno, con induccién de la sintesis de enzimas relacionadas con
la produccion de compuestos fungicos (fitoalexinas) y de defensa, como fenoles,
flavonoides y terpenoides, muchos de ellos asociados al reforzamiento de la pared
celular.

El aumento de la resistencia de un cultivar a B. cinerea podria alcanzarse mediante
la sobreexpresién de diferentes genes relacionados con la sintesis de: 1) proteinas de
defensa y fitoalexinas; 2) proteinas inhibidoras de poligalacturonasas liberadas por el
patégeno para degradar los componentes de la pared celular; 3) peroxidasa y lignina,
gue aumenten la defensa estructural de la célula; 4) genes que regulan la sintesis de
JAy etileno y su via de sefiales relacionada con la defensa (Abugamar et al., 2017).

Las plantas frutales estan repetidamente sometidas a condiciones que predisponen
a estreses biodticos y abibticos durante diferentes épocas del afio. La ocurrencia de
estos estreses en los cultivos podria ser cada vez mas frecuente y causados por
distintos factores del ambiente (fundamentalmente por temperaturas del aire
excesivamente altas o bajas y por exceso o0 escacez de agua en el suelo, excesiva
intensidad de radiacién solar, entre otras). Los cambios en el ambiente también

conducen a cambios en el tipo y presion de plagas y enfermedades que podrian
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afectar a los cultivos. Esta situacion representa un desafio para la produccion
sostenible de alimentos y es una oportunidad para el desarrollo de sustancias
amigables con el ambiente aplicadas a la agricultura, entre ellas, los bioestimulantes
(Polo y Mata, 2018).

Los bioestimulantes alivian a las plantas de las condiciones adversas de
crecimiento, contribuyendo con la captacion de nutrientes y con su desarrollo (Tanou
et al., 2017). Como se menciond anteriormente, los bioestimulantes y entre ellos, el
Phi, puede contribuir con el control de enfermedades en un esquema de manejo de
cultivos méas sustentable con el ambiente. No obstante, los antecedentes del uso de
Phi como protector de enfermedades en frutales son muy escasos y sélo se reportaron
en citricos (Smilanick, 2011) y manzano (Lutz et al., 2017).

En este capitulo se muestran los efectos de los tratamientos con KPhi, tanto por
asperjado foliar de las plantas (tratamientos precosecha) como por inmersion de los
frutos (tratamientos poscosecha), sobre la incidencia y severidad de desarrollo de
podredumbre gris producida por Botrytis cinerea en los frutos de kiwi cv. ‘Hayward’, al
finalizar 3 meses de almacenamiento refrigerado y luego de incubados por 21 dias a
20°C. También se muestran los cambios fisicos en la piel del fruto y composicionales
de los tejidos del pericarpio inducidos por el tratamiento con KPhi.

Los experimentos realizados responden a los siguientes objetivos especificos:

- Determinar el efecto de la aplicacion de fosfito de potasio sobre el desarrollo de
podredumbre gris.

- Determinar algunos mecanismos de accion del fosfito mediante estudios del
metabolismo respiratorio, la produccién de etileno, los cambios en el espesor de la piel

y el reforzamiento de la pared de los tejidos, como parte de la induccién de defensa.
2. MATERIALES Y METODOS.

2.1. Condiciones de cultivo y descripcion de los tratamientos.

Los tratamientos y condiciones de los experimentos fueron los mismos que los

descriptos en la seccién 2.1. del Capitulo 1.
2.2. Cosecha, acondicionamiento y condiciones de almacenamiento.

La cosecha, acondicionamiento y condiciones de almacenamiento fueron los
mismos que los descriptos en la seccion 2.2. del Capitulo 1. El efecto de los

tratamientos sobre el desarrollo de podredumbre gris se evalué mediante inoculacion
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del patdgeno en los frutos previamente almacenados durante 3 meses en camara de
frioa 0 £ 0,5°C, 95% HR.

2.3. Obtencién del aislamiento, identificacion, preparacion del inéculo.

Frutos de kiwi con desarrollo de podredumbre gris fueron obtenidos de un empaque
de la zona de Batan (Figura 18a). Parte del micelio y esporas del hongo que se
desarrollaron en los frutos, fueron sembrados y cultivados en placas de Petri
conteniendo medio de cultivo Agar Papa Dextrosa al 2% (APENDICE) acidificado con
acido lactico (pH 4,5-5) para inhibir el crecimiento de bacterias contaminantes (Figura
18b). Las placas de Petri fueron incubadas a 24 + 2°C, en oscuridad, durante 3 a 5
dias (Barnes, 1978). A partir del crecimiento obtenido se realizaron 12 cultivos
monosporicos para obtener colonias purificadas (Figura 19), y de alli se seleccioné el
aislamiento monospérico Bat2013-M3, por desarrollar sintomas de la enfermedad méas
rapidamente cuando se hicieron pruebas de patogenicidad en frutos de kiwi. La
identidad de este aislamiento fue confirmada por secuenciacién de la regién del
Espaciador Transcripto Interno (ITS), amplificada por PCR con los iniciadores ITS1 e
ITS4 (White et al., 1990), en el Instituto de Genética del INTA Castelar. Luego, por
analisis de busqueda de alineacion local o BLAST, comparadas con secuencias del
GenBank, utilizando la herramienta del Centro Nacional para la Informacion
Biotecnoldgica (NCBI) (Altschul et al., 1997) se comprob6 homologia del 99% con la
especie Botrytis cinerea (GenBank #MN088689.1). El aislamiento Bat2013-M3 fue el

utilizado en las inoculaciones de los frutos durante los 3 afios de estudio.

Figura 18. Fruto con presencia de micelio y esporulacion del hongo Botrytis cinerea
(a); siembra de esporas e hifas del hongo en placa de Petri conteniendo medio de agar
papa dextrosa (b).



72

Para obtener el in6culo, las esporas del aislamiento Bat2013-M3 se sembraron en
placas de Petri conteniendo medio de cultivo Agar Extracto de Malta (APENDICE),
acidificado con acido lactico (pH 4,5 a 5,0), siguiendo el método publicado por Barnes
(1978), con algunas modificaciones. Las placas fueron incubadas a 24 + 2°C, en
oscuridad durante 48 h, para que desarrollen micelio, y luego se expusieron durante
15 dias a 18 + 2°C en condiciones de alternancia de fotoperiodo de 12 h luz/ 12 h
oscuridad, para favorecer la esporulacion del hongo.

El crecimiento obtenido en las placas sembradas con el aislamiento Bat2013-M3 y
sometidas a esporulacion, fue barrido superficialmente con un rastrillo de vidrio estéril,
previo agregado de 5mL de agua estéril. La suspension de esporas obtenida fue
filtrada en un recipiente de vidrio esterilizado, cubierto por una malla de tela fina. La
concentracion de la suspension fue ajustada en Camara de Neubauer entre 1,5 a 2,0
10°® esporas mL. Para lograr mayor estabilidad de la suspensién se agregd 10 pL
deTween 80 (0,05%).

Figura 19. Obtencion de cultivos monosporicos.

2.4. Inoculacién de los frutos con B. cinerea.

Los frutos fueron desinfestados por inmersion en una solucion de hipoclorito de
sodio (200 ppm) durante 2 minutos, enjuagados con agua y colocados sobre papel
absorbente hasta su secado. Posteriormente, se colocaron en bandejas de carton
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alveolares, dentro de bandejas plasticas apilables. Cada unidad experimental cont6
con 30 frutos y cada tratamiento se realizé por triplicado.

Cada fruto de kiwi se inoculé con 10 pL de la suspension de esporas de B. cinerea
(15000 a 20000 esporas). El sitio de inoculaciéon fue cercano a la herida peduncular.
En el primer afio (cosecha 2014), la inoculacién del patdgeno se realiz6é sin herir el
fruto. Este método de inoculacién sin previa herida de la zona a inocular no fue
efectivo porque causé enfermedad en un bajo porcentaje de frutos.

Ante la necesidad de lograr un mayor porcentaje de frutos enfermos, en el segundo
y tercer afio, la inoculacion se hizo sobre una herida. La misma fue realizada con la
punta de un tip recubierto por papel metalizado que permitié esterilizar cada vez que
se fue inoculando fruto por fruto. Se conté con un control con herida al que se le
agreg6 agua estéril en lugar de inéculo (Controlsny) Y un control sin herida y sin
inocular (Controln.).

La incubacion se realiz6 a 20°C y alta humedad relativa (alrededor del 90%). En el
primer afio la incidencia y severidad se evalu6 a los 14 dias. En los afios subsiguientes
y debido al diferente grado de avance de la enfermedad, se agregdé una evaluacién
antes o después de los 14 dias post-inoculacion. En el afio 2015 se determiné la
incidencia y severidad a los 14 y 21 dias post-inoculacion, mientras ambas variables

se evaluaron a los 10 y 14 dias post-inoculacién en el afio 2016.
2.5. Estimacion de incidencia y severidad.

Sobre cada unidad experimental de 30 frutos se calcul6é la incidencia como el
niamero de frutos enfermos en relacion al total, resultado que se expresé en
porcentaje. Posteriormente, cada fruto enfermo fue cortado longitudinalmente
atravesando la zona inoculada y luego se tomdé una imagen con una camara
fotografica de una de las mitades de cada uno. Se estimé el area con sintomas de la
enfermedad y el &rea total de cada fruto por la interpretacién de la imagen con el
programa ImageJ (Rasband, 2016). Para ello, como ambas areas presentaban
diferente tonalidad, se sefial6 el perimetro total del fruto y el perimetro del area
enferma mediante un recurso grafico del programa y se calcul6 la severidad en base al
area de tejido enfermo respecto al area total en porcentaje. En la Figura 20 se muestra

un ejemplo de estimacion de la severidad del 38,1%.
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Figura 20. Fruto con sintomas de podredumbre gris y sitio de inoculacién (izq.).
Célculo del area o porcentaje afectado con el programa ImageJ (der.).

2.6. Medicién del espesor de la piel de los frutos de kiwi.

Esta medicion se realizé solo en frutos correspondientes a la tercera temporada
(afio 2016). Para observar cambios en el espesor de la piel, diez frutos de cada
tratamiento tomados al finalizar los 3 meses de almacenamiento en frio, fueron
cortados transversalmente alrededor de la zona peduncular (Figura 21). A partir de esa
seccion del fruto se hicieron cortes de la piel con micrétomo para hacer observaciones
de su espesor, utilizando un microscopio Leica Modelo DM500 (Leica Microsystems,
Wetzlar, Alemania), equipado con una camara Leica ICC50 HD y software de
adquisicidon de imagenes Leica LAS EZ. La escala interna seteada en el software para
la adquisicion de imagenes era 1 um = 1 mm. La imagen tomada con un aumento de
400 veces permiti6 analizar secciones de la piel de alrededor de 1,5 mm de largo.
Debido a cierta heterogeneidad observada a lo largo de la muestra, el espesor de la
piel se midi6 en 8 a 10 diferentes tramos de la imagen. Cada fruto se evalud por
duplicado. Se presenta el valor promedio de espesor de la piel de cada tratamiento y

su error estdndar expresado en mm e imagenes representativas de cada tratamiento.
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Figura 21. Sector de corte a partir del cual se tomé la muestra de piel con un
micrétomo para determinar su espesor por microscopia.

2.7. Medicion de contenido de pared celular y de lignina en el pericarpio externo

(reforzamiento del tejido).

En frutos correspondientes a las temporadas de cosecha 2015 y 2016 se evalud el
contenido de pared celular y lignina en el pericarpio externo, debido a que fue el tejido
expuesto a las esporas inoculadas del patégeno.

En el momento de la cosecha y al finalizar los 3 meses de almacenamiento se
tomaron de cada fruto alrededor de 2 g de tejido del pericarpio de la zona que rodea la
cicatriz peduncular, en un total de 5 frutos por repeticion. Las muestras fueron
congeladas en nitrégeno liquido y luego conservadas en ultrafreezer a -80°C. El tejido
se molié agregando nitrégeno liquido hasta su total pulverizacién.

Para la extraccion de lignina se sigui6é la metodologia de Li et al. (2017). En una
primera etapa, 1 g de tejido molido se mezclé con 4 mL de solucion buffer de
extracciéon (100 mM Kz:HPO.4/ KH2PO4, pH 7,8, 0,5% Triton X-100, 0,5% PVP), se agitd
durante 30 min y se centrifugd con una Fuerza Centrifuga Relativa (FCR) de 12000 x g
durante 15 min a 4°C. El precipitado se resuspendié y enjuagd tres veces en 95%
etanol (V/V) y tres veces en una solucion 1:2 (V/V) etanol:n-hexano y posteriormente,
se sec6 a 65°C por 12 h en un deshidratador. El peso seco obtenido corresponde al
contenido de pared celular, aunque en las muestras del momento de la cosecha, el
precipitado también contiene almidon.

En la segunda etapa, 10 mg del extracto seco obtenido se mezclé con 100 yL de

acido tioglicélico y 1 mL de HCI 2M y se llevo a ebullicion en bafio térmico por 8 h. Los
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extractos se enfriaron en agua con hielo, se centrifugaron a 12000 x g durante 20 min
a 4°C, al residuo se le agreg6é 2 mL de NaOH 1M y se incubé por 18 h a temperatura
ambiente. Luego de centrifugar nuevamente a 12000 x g por 20 min, se agreg6 9,5 mL
de NaOH 1 M. Para medir el contenido de lignina, se midi6 la absorbancia de la
muestra a 280 nm con un espectrofotometro UV-Vis Bio-Rad SmartSpecTM 3000 (Bio-
Rad Laboratories Inc., California, USA), usando NaOH 1M como blanco. Cada

tratamiento se evaluo por triplicado. Los resultados se expresaron en Abszgo g PF.

2.8. Disefio experimental y analisis estadistico de los datos.

El disefio experimental utilizado fue completamente aleatorizado con tres
repeticiones de cada tratamiento. Debido a la diferente metodologia de inoculacion
utilizada en el afio 2014 respecto de 2015, los datos de incidencia y severidad de cada
afio se analizaron por separado. El factor analizado en todos los casos fue
Tratamiento, con 4 niveles: KPhipr, KPhirw, KPhiprir Y C (temporadas 2014 y 2015)
y KPhigy— C, C - KPhipes, KPhigr - KPhipes y C — C (2016).

Los datos de todas las variables en estudio fueron analizados mediante ANOVA,
determinando la significancia del factor Tratamiento. Ante una significancia menor o
igual al 5%, las medias fueron separadas utilizando el test de Tukey-Kramer (a = 0,05).

Todos los andlisis se realizaron mediante el paquete estadistico R versién 3.2.3. (R
Core Team, 2015).

3. RESULTADOS.
3.1. Incidenciay severidad.

Los resultados de los afios 2014 y 2015, en los que se evaluaron los tratamientos
con KPhi en precosecha, son presentados por separado debido al diferente método de
inoculacion de B. cinerea utilizado en uno y otro afio. Para el aflo 2014, la incidencia
de podredumbre gris fue baja en todos los tratamientos, alcanzando un maximo de
alrededor del 50% en el Control inoculado a los 14 dias post-inoculacién (Figura 22).
La fruta que recibi6 el tratamiento con KPhi combinando la aplicacién en prefloracion y
durante el desarrollo del fruto (KPhipri+rry) presentd una incidencia significativamente
(p < 0,05) menor respecto al Control, mientras que KPhipr Yy KPhiry presentaron un
comportamiento intermedio entre el Control y KPhipri+ru. NO Se detectd podredumbre

gris en los frutos controles no inoculados (Control.x-)) €n ninguno de los tratamientos.



77

100 -
80 -
g a
_E 60 l '|'
Q
S ab L
o 40 - T ab
Q
= I i
| b
20 -
T
i
0
KPhiPrFI KPhiFru KPhiPrFI+Fru C
Tratamientos

Figura 22. Incidencia (%) de podredumbre gris en frutos de kiwi cv. ‘Hayward’ con
diferentes tratamientos de asperjado con KPhi en precosecha (temporada 2013-2014).
Frutos almacenados 3 meses (0 = 0,5°C y 95% HR) fueron inoculados, incubados a
20°C y 90%HR, y evaluados a los 14 dias post-inoculacion. Letras diferentes indican
diferencias significativas entre tratamientos (Tukey-Kramer, a=0,05). Los valores

representan las medias y las barras de error indican el error estandar de la media de 3
repeticiones de 30 frutos.

Un elevado porcentaje de frutos inoculados desarrollaron la enfermedad en la
temporada de cosecha 2015, sin diferencias significativas entre los tratamientos con
KPhi y el Control (p > 0,05) (Figuras 23 y 24). En la Figura 25 se muestra un fruto
inoculado vy el signo del hongo luego de 14 dias posteriores a la inoculacion. Por otra
parte, los frutos con herida y sin indculo (Control.n.j) desarrollaron la enfermedad en

menos del 5% de los frutos, demostrando la patogenicidad del aislamiento inoculado.
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Figura 23. Incidencia (%) de podredumbre gris en frutos de kiwi cv. ‘Hayward’ con
diferentes tratamientos de asperjado con KPhi en precosecha (temporada 2014-2015).
Los frutos fueron almacenados previamente 3 meses en frio (0 = 0,5°C y 95% HR). Se
muestran los resultados en frutos inoculados con y sin herida y controles sin inocular y
sin herir a los 14 y 21 dias post-inoculacion a 20°C y 90% HR. Letras diferentes
indican diferencias significativas entre tratamientos para un mismo tiempo post-
inoculacion (Tukey-Kramer, a=0,05). Los valores representan las medias y las barras
de error indican el error estdndar de la media de 3 repeticiones de 30 frutos.
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Figura 24. Frutos de kiwi cv. ‘Hayward' controles inoculados con 15000 a 20000
esporas de B. cinerea sobre una herida. La imagen corresponde a los 7 dias post-
inoculacion e incubacién a 20°C y 90% HR.

Figura 25. Fruto de kiwi cv. ‘Hayward’ control inoculado con 15000 a 20000 esporas
de B. cinerea sobre una herida. Se muestra el desarrollo del signo del hongo en la
zona inoculada. La imagen corresponde a los 14 dias post-inoculacién e incubacion a
20°C, 90% HR.
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En la temporada 2015-2016, la incidencia de podredumbre gris en los frutos
heridos e inoculados fue muy alta (alcanzando valores entre 90 y 100%), a los 10 y 14
dias post-inoculacion, sin diferencias entre los tratamientos (p > 0,05). Hasta un 15%
de los frutos controles con herida y no inoculados (Controli-h.)) desarrollaron la
enfermedad, mientras que en los controles sin herir y sin inéculo (Control.h.y), la
incidencia no super6 el 5% (Figura 26).
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Figura 26. Incidencia (%) de podredumbre gris en frutos de kiwi cv. ‘Hayward’ tratados
con KPhi en precosecha y/o en poscosecha en la temporada 2016. Los frutos fueron
almacenados previamente 3 meses en frio (0 £ 0,5°C y 95% HR). Se muestran los
resultados en frutos inoculados con y sin herida y controles sin inocular y sin herir a los
10 y 14 dias post-inoculacion a 20°C y 90% HR. Letras diferentes indican diferencias
significativas entre tratamientos para un mismo tiempo post-inoculacion (Tukey-
Kramer, a=0,05). Los valores representan las medias y las barras de error indican el
error estandar de la media de 3 repeticiones de 30 frutos.
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En el primer afio se encontraron bajos valores de severidad (5 a 10%) de la
enfermedad, sin diferencias estadisticas entre los tratamientos de KPhiy el control (p
> 0,05). En el afio 2015, hubo un efecto significativo (p < 0,05) de los tratamientos a
los 21 dias post-inoculacién, con un desarrollo de la pudricion menor en el tratamiento
combinado con KPhi (KPhipri+en) respecto al control, resultando KPhipr Yy KPhigry

similar al resto de los tratamientos (Figura 27).
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Figura 27. Severidad (%) de podredumbre gris en frutos de kiwi cv. ‘Hayward’ con
diferentes tratamientos de asperjado con KPhi en precosecha (temporada 2014-2015).
Los frutos fueron almacenados previamente 3 meses en frio (0 = 0,5°C y 95% HR). Se
muestran los resultados en frutos inoculados con herida a los 14 y 21 dias post-
inoculacion a 20°C y 90% HR. Letras diferentes indican diferencias significativas entre
tratamientos en un mismo dia post-inoculacién (Tukey-Kramer, a=0,05). Los valores
representan las medias y las barras de error indican el error estandar de la media de 3
repeticiones de 30 frutos.

En la Figura 28 se muestran los resultados para severidad en los frutos
correspondientes a la cosecha 2016. El efecto de los tratamientos con fosfito fue
significativo (p = 0,0012). Tanto a los 10 como a los 14 dias post-inoculacién, hubo
mayor severidad de la enfermedad en los frutos controles sin fosfito (C-C) comparado
con los tratados en precosecha (KPhigy-C), en poscosecha (C-KPhipes) 0 en el

tratamiento combinado (KPhigu-KPhipos).
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Figura 28. Severidad (%) de podredumbre gris en frutos de kiwi cv. ‘Hayward’ tratados
con fosfitos en precosecha y/o en poscosecha en la temporada 2016. Los frutos fueron
almacenados previamente 3 meses en frio (0 £ 0,5°C y 95% HR). Se muestran los
resultados en frutos inoculados con herida, a los 10 y 14 dias post-inoculacion a 20°C
y 90% HR. Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos en un
mismo dia de inoculacion (Tukey-Kramer, a=0,05). Los valores representan las medias
y las barras de error indican el error estandar de la media de 3 repeticiones de 30
frutos.

3.2. Cambios en el espesor de la piel de los frutos.

El andlisis de las imagenes permitié6 observar diferencias en el espesor de la piel
entre los frutos tratados con KPhi y el control, tanto en precosecha como en
poscosecha, correspondientes a la temporada de cosecha 2016. El mayor espesor de
piel se observo en los frutos del tratamiento combinado KPhigy - KPhipes, seguido por
los tratamientos con KPhi asperjado en precosecha (KPhigy - C) 0 en poscosecha (C -
KPhipes) (Tabla 12). En la Figura 29 se muestran las imagenes tomadas de cada

tratamiento.
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Tabla 12. Espesor de la piel de frutos de kiwi cv. ‘Hayward’ tratados y no tratados con
KPhi en precosecha y poscosecha (afio 2016), luego de 3 meses de almacenamiento
a0 +0,5°Cy95% HR. Media + E.E. en base al promedio de 10 medidas por fruto en
un total de 10 frutos por tratamiento.

Tratamientos Espesor de la piel (mm)
KPhirw - C 0,223+0,014b
C - KPhipos 0,198 + 0,023 b
KPhirw - KPhipos 0,349+0,010 a
c-C 0,136 + 0,007 ¢

KPhig-C: seis aplicaciones foliares durante el desarrollo del fruto y sin aplicacién en
poscosecha; C-KPhipes: aplicacién de KPhi sélo en poscosecha; KPhig-KPhipes: fruta
tratada en precosecha y en poscosecha; C-C: sin KPhi precosecha o poscosecha.
Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (Tukey-Kramer,
a=0,05).

c-c KPhig,, - C

C - KPhipos : * KPhigs, - KPhipgs °

Figura 29. Imagenes de un corte transversal de la piel tomadas por microscopia.
Corresponde a frutos de kiwi cv. ‘Hayward’ tratados con KPhi en precosecha y/o en
poscosecha en la temporada 2016. Los frutos fueron analizados al finalizar 3 meses
de almacenamiento (0 = 0,5°C y 95% HR). C-C: sin KPhi precosecha o poscosecha;
KPhir-C: seis aplicaciones foliares durante el desarrollo del fruto y sin aplicacion en
poscosecha; C-KPhipes: aplicacion de KPhi sélo en poscosecha; KPhig-KPhipes: fruta
tratada en precosecha y en poscosecha. Escala 1pym =1 mm.
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3.3. Cambios en el contenido de pared celular y lignina en el pericarpio externo.

No se detectaron diferencias significativas debidas a los tratamientos en el
contenido de pared celular en el tejido del pericarpio externo de los frutos de kiwi
analizados en el momento de la cosecha del afio 2015 ni 2016 (p = 0,2108 y p =
0,4025, respectivamente).

En el afio 2015, al finalizar el almacenamiento en frio, se detectaron efectos
significativos (p = 0,0251) debido a los tratamientos precosecha con KPhi. Los frutos
de los tratamientos KPhipr y KPhiprre @lmacenados en frio durante 3 meses fueron
los que mostraron mayor contenido de componentes de pared celular respecto a los
controles sin KPhi (Figura 30a). En el afio 2016, en cambio las diferencias debidas a
los tratamientos sobre el contenido de pared celular al finalizar los 3 meses de
almacenamiento en frio no pudieron ser detectadas (p = 0,2266) (Figura 30b).

Para el contenido de lignina del pericarpio externo, los resultados indican que hubo
efecto significativo (p < 0,05) de los tratamientos con KPhi, tanto a cosecha como al
finalizar el almacenamiento en frio en los dos afios de cosecha evaluados (2015 y
2016). Cuando se probaron los diferentes tratamientos pre-cosecha, hubo mayor
contenido de lignina a cosecha en todos los tratamientos con KPhi, aunque soélo
KPhipr:re fue estadisticamente diferente al control (Figura 31a). Asimismo, KPhigry
presentd a cosecha un contenido de lignina significativamente mayor al control cuando
se evalud en la temporada 2016 (Figura 31b).

En los frutos analizados al finalizar el almacenamiento en frio, se encontraron
diferencias significativas (p = 0,0324) para el contenido de lignina en el pericarpio
externo solo entre el tratamiento KPhigy y control, con un contenido 20% superior
(Figura 31a). En el 2016, todos los tratamientos con KPhi fueron superiores al control,

aunqgue C — KPhipes N0 fue estadisticamente diferente al control (Figura 31b).
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Figura 30. Contenido de pared celular (g g* PF) en tejido de pericarpio externo en
frutos de kiwi cv. ‘Hayward’ tratados con fosfitos: a) en precosecha (2015), b) en
precosecha y/o en poscosecha (2016), analizado en el momento de la cosecha y al
finalizar la salida de frio (3 meses a 0 £ 0,5°C, 95% HR). Letras diferentes indican
diferencias significativas entre tratamientos (Tukey-Kramer, a=0,05). Los valores
representan las medias y las barras de error indican el error estandar de la media de 3

repeticiones.



86

TI
& 0,9
> a
2 0,8 -
I a
_g Os? T ab T ab
< 0,6 - T T b
E , T
2 044 p b
b
% 0,3 - T
§ 0,2 -
§ 0,1 -
c 0
8 T 2 Z O i 2 o O
& = + ¥ L T
T o = T o e
v X a vz X a
i - i -
[l [l
v V4
Cosecha 3 meses de almacenamiento en frio
(0 £0,5°C, 95% HR)

™
O o09- b
o 0,8 -
(=)
& 07 - a a
L0 d T
< 0,6 - T b ab T
T T b
g o5 T
5 04-
g 0,3 -
o 0,2 -
2 01 -
5 0
5 > o o 3 3 o
O = : o o -
= c e = &
& L o o
E ¥ ¥
™ O S
L
=
i
~
Cosecha 3 meses de almacenamiento en frio
(0 £0,5°C, 95% HR)

Figura 31. Contenido de lignina (Abszso g* PF) en tejido de pericarpio externo en frutos
de kiwi cv. ‘Hayward’ tratados con fosfitos: a) en precosecha (2015), b) en precosecha
y/o en poscosecha (2016), analizado al momento de la cosecha y al finalizar la salida
de frio (3 meses a 0 + 0,5°C, 95% HR). Letras diferentes indican diferencias
significativas entre tratamientos (Tukey-Kramer, a=0,05). Los valores representan las
medias y las barras de error indican el error estandar de la media de 3 repeticiones.
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4. DISCUSION.

La baja incidencia de la enfermedad en el experimento del primer afio, en el que B.
cinerea se inoculd sin herir previamente el sitio de inoculacion del fruto, indica que la
piel es una eficaz barrera para el ingreso del patdégeno. Con ese método de
inoculacion la incidencia de la enfermedad fue baja, llegando al 50% en los controles.
No obstante, los resultados del primer afio muestran que el tratamiento KPhipr+rr fue
el mas efectivo, con un mayor efecto de proteccién del KPhi, ain ante la presencia de
una alta carga de inoculo sobre la piel.

La alta proporcién de frutos enfermos en el segundo y tercer afio cuando la
inoculacion se hizo sobre una herida, ain en los tratamientos con KPhi, confirma que
la piel es una barrera estructural muy importante que debe superar el patbgeno para
desarrollar enfermedad. Sin esta barrera, B. cinerea fue capaz de infectar el tejido del
pericarpio externo y producir pudricion en practicamente todos los frutos inoculados
sobre la herida, aun a los 10 dias desde la inoculacion, como se observo en el
experimento del afio 2016.

Tanto en la temporada de cosecha 2015 como en la del afio 2016, se pudo
demostrar que el tratamiento con KPhi redujo la severidad de la enfermedad. Entre las
aplicaciones precosecha, el tratamiento combinado KPhipriru seguido de KPhiggy
fueron los mas efectivos. Posiblemente este resultado esté relacionado con un mayor
numero de aplicaciones realizadas durante el crecimiento del fruto, con el consiguiente
aumento de la concentracibn de Phi en los tejidos del fruto. Dalio et al. (2014)
mencionaron que el Phi se moviliza muy rapidamente en la planta junto a los
fotoasimilados e ingresa a las células acumulandose en las vacuolas.

Con una sola aplicacién de KPhi por inmersion de los frutos en poscosecha se logré
reducir la severidad de la podredumbre gris de similar manera que haciendo las 6
aplicaciones en precosecha del tratamiento KPhigy. Este resultado posiblemente se
deba a la mayor dosis utilizada (1%, en lugar de 0,3%), a que la aplicacion fue en el
fruto en vez de a la planta, con lo cual toda la superficie estuvo en contacto con la
solucion de KPhi, a que el periodo transcurrido entre el tratamiento y la inoculacién
con el patégeno fue menor 0 a una combinacién de estos factores. El tratamiento que
combina la aplicacién de KPhi en precocecha y poscosecha (KPhigy - KPhipes) no logré
reducir la severidad de la enfermedad en mayor medida que cada tratamiento
individual (KPhir - C 0 C - KPhipes), por lo que no se encontré un efecto sinérgico.

En la actualidad, los frutos de kiwi son cosechados, colocados en bines,

trasladados a un sector de curado, en algunos casos son preenfriados, y luego
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conservados en camara de frio o seleccionados y tamafiados mecénicamente y
envasados en cajas que pueden diferir en su tamafio (5 a 10 kg). Los frutos no son
mojados en ningun momento del proceso actualmente utilizado por la industria del
kiwi. Incluir la practica de inmersiéon en una solucion de KPhi implica un cambio en la
logistica de la fruta en el empaque, contemplando posiblemente un proceso de secado
previo al ingreso a la cAmara.

Una menor severidad en los frutos tratados con KPhi implica un menor avance de la
pudricion debido a algin mecanismo de defensa relacionado con el tratamiento. El Phi
actua indirectamente induciendo resistencia en las plantas (Deliopoulos et al., 2010;
Eshraghi et al., 2011), con genes que se activan y otros que se apagan (Feldman et
al., 2020), coordinado por un complejo sistema hormonal en el que interactlan el SA,
JA 'y etileno (Dalio et al., 2014).

Se ha demostrado que una de las respuestas a la aplicacion de KPhi en papa es el
reforzamiento de la pared celular por deposicion de suberina y lignina, con aumento en
el nimero de capas de células que componen la peridermis del tubérculo (Lobato et
al., 2018). Una respuesta similar fue encontrada en frutos de naranjo tratados con
guitosano, con aumento de la tolerancia a antracnosis debido a las paredes celulares
mas reforzadas y a la sintesis de proteinas-PR (Zhao et al., 2018).

Hallett y Sutherland (2005) describieron la estructura de la piel de frutos de
diferentes especies de kiwi. En frutos fisiolégicamente maduros (147 dias después de
caida de pétalos) de A. chinensis var. deliciosa cv. ‘Hayward’ encontraron que la piel
estaba formada por una region externa con dos a cuatro capas de células de forma
achatada, muertas, con paredes delgadas que presentaban deposiciones de suberina,
y tricomas con alto contenido de lignina. Por debajo de ésta se encontraba la
hipodermis, formada por dos o tres capas de células pequefias, muy comprimidas,
conteniendo almidén y compuestos fendlicos condensados.

Los cambios en el espesor de la piel en los frutos de kiwi tratados con KPhi
indicarian que el tratamiento activaria algunos mecanismos de reforzamiento de la
cuticula, promoviendo un aumento del nimero de capas de células que la conforman
como se demostré en papa (Lobato et al., 2018) o una mayor deposiciéon de suberina
en el tejido epidérmico, considerando el estudio de Hallet y Sutherland (2005). Este
reforzamiento de la piel constituye una barrera al ingreso de los patdégenos, evitando
principalmente las infecciones durante el almacenamiento.

Ademas de la piel, los resultados demuestran que el KPhi también reforzo las

células del pericarpio externo, con aumento del contenido de lignina y de componentes
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de la pared celular, probablemente, celulosa y hemicelulosa. Esto indica que el
tratamiento con KPhi aumenté las defensas y la proteccion ante la invasion del
patégeno. Estos cambios composicionales de la pared celular encontrados en el
pericarpio externo, sobre todo el aumento del contenido de lignina, se detectaron en
los frutos tratados con KPhi en el momento de la cosecha y finalizado el
almacenamiento, en ambas temporadas analizadas (2015 y 2016), aun sin haber sido
inoculados con el patégeno. El estudio proteémico realizado por Guzzo (2016) en
hojas de papa asperjadas con KPhi e inoculadas a las 72 h con B. cinerea muestra
gue el KPhi indujo la expresién de un gen que codifica una proteina involucrada en la
sintesis de lignina (sgn-u584206), lo que también podria haber ocurrido en el fruto de
kiwi en este trabajo de Tesis. Ello explicaria el aumento de lignina en los frutos
tratados con KPhi respecto al control.

El mayor contenido de lignina en las células del tejido del pericarpio externo en
frutos de kiwi tratados con KPhi respecto al control también podria explicar el menor
avance de la enfermedad. B. cinerea es un hongo necrotréfico que segrega enzimas
pectinoliticas para degradar la pared celular de las células del hospedante (ten Have et
al., 1998; Kars et al., 2005). Como este patdgeno requiere cierto grado de degradacion
de la pared celular para invadir la célula y los tejidos, una mayor integridad estructural
de la pared celular dada por la deposicion de lignina le confiere una mayor resistencia.
Por otro lado, el aumento en el contenido de lignina en el tejido del pericarpio ha sido
también asociado a las bajas temperaturas. Li et al. (2017) han reportado un aumento
del contenido de lignina en el tejido del pericarpio del cultivar de kiwi de pulpa verde
‘Xuxiang’ de alrededor de 10 veces durante los primeros 100 dias de almacenamiento
a 0°C. Este aumento del contenido de lignina relacionado a las bajas temperaturas ha
sido reportado también en otras frutas (Cai et al., 2006; Huang et al., 2019; Torres et
al., 2020).

En un reciente estudio proteémico qued6 demostrado que el asperjado con KPhi en
papa promovid la expresion de 70 genes, muchos de ellos relacionados con la
defensa, como los codificantes de las proteinas quitinasa acida de 26 kDa, PR1 y PR2
(Feldman et al., 2020). Estos autores también encontraron que el tratamiento con KPhi
indujo genes relacionados con las EROs y las proteinas vinculadas con el sistema
secuestrante para mantener la homeostasis en la célula. De esa manera, el KPhi
actuaria regulando el sistema rédox preparando un multiple mecanismo de defensa

antes del ataque del patégeno.
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En su estudio, Feldman et al. (2020) encontraron que el KPhi aplicado a plantas de
papa activé genes relacionados a peroxidasa clase lll, enzima vinculada con procesos
de lignificacion, cicatrizacion, y defensa ante estrés del tipo biotico. Se ha determinado
gue la deposicion de calosa, compuesta esencialmente por lignina, alrededor de la hifa
del hongo mientras intenta ingresar a la célula hospedante es una respuesta de
defensa. La produccién de calosa es promovida por el H,O; liberado por la célula
hospedante ante la presencia del patégeno. Se ha reportado que esta respuesta se
produce mas rapidamente en plantas que previamente fueron tratadas con KPhi
respecto a plantas control sin tratar, lo que ha sido observado en papa y también en
Arabidopsis (McComb et al., 2008; Lim et al., 2013). Estos autores remarcaron que el
tratamiento con KPhi prepara el mecanismo de defensa del hospedante, de manera
gue ante la presencia del patégeno e incluso de otros tipos de estrés, las respuestas
son mas rapidas y de mayor magnitud. Este efecto del KPhi, conocido como priming,
ha sido reportado por varios autores (Eshraghi et al., 2011; Olivieri et al., 2012;
Machinandiarena et al., 2012; Dalio et al., 2014).

En su trabajo, Guzzo (2016) demostrd que cuando Phytophtora infestans infecta el
tejido, las papas pretratadas con KPhi presentan una mayor resistencia que los
controles, porque hay un efecto de preactivacién de resistencia o priming por el KPhi,
gue es seguido por una serie de respuestas de defensa que se desencadenan del tipo
SAR, lo cual es regulado por la via del SA.

El efecto priming del Phi en papa también fue descripto por Lobato et al. (2008) y
Machinandiarena et al. (2012). Las respuestas asociadas al priming de cierta manera
son almacenadas en la planta hasta que ésta es expuesta a estrés (Martinez-Medina
et al., 2016). La duracion del priming puede ser relativamente larga. En tomate, se ha
observado una mayor resistencia a Botrytis spp. transcurridas ocho semanas del
tratamiento de las plantas con JA (Worrall et al., 2012). En Arabidopsis, este estado
priming pudo ser identificado por un aumento en los niveles de receptores de patrones
de reconocimiento (por ej. FLS2 y CERK1), aumento en las proteinas MPK3 y MPK®,
aumento de la expresion génica de factores de transcripcion (por ej. WRKYs y MYC2),
entre otros cambios (Conrath et al., 2015, citado por Martinez-Medina et al., 2016).
Cuando una planta ha sido previamente inducida, activara mas rapidamente su
sistema de defensa cuando se exponga a un estrés bibético o abidtico y la respuesta
serd mayor respecto a una planta no pretratada (Martinez-Medina et al., 2016).

Otro posible mecanismo por el cual los frutos de kiwi provenientes de plantas

tratadas con KPhi o tratados por inmersion en poscosecha presentaron menor
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severidad de la enfermedad podria también relacionarse con un mayor contenido de
compuestos fendlicos totales respecto al control (Capitulo 3), muchos de los cuales
podrian actuar en el mecanismo de defensa interrumpiendo la sefalizacion del
patdégeno o interviniendo en el sistema antioxidante, entre otros mecanismos (Ramirez
Gomez et al., 2019). En papa se ha demostrado que el KPhi indujo la expresion de los
genes de las enzimas clave en la ruta de la sintesis de fenilpropanoides
(especificamente la flavonona-3-beta hidroxilasa y calcona isomerasa), lo cual
confirma su relacién con el aumento de compuestos fendlicos observados en las
plantas tratadas (Feldman et al., 2020). Probablemente, una similar respuesta
bioguimica ha ocurrido en los frutos tratados con KPhi.

El asperjado de las plantas o la inmersién de los frutos en una solucién de KPhi
redujo la produccion de etileno y retraso el climaterio. Como resultado, los frutos de
kiwi tratados con KPhi se mantuvieron mas firmes en vida comercial que los controles
sin tratar (Capitulo 1), lo que podria indicar una mayor integridad de la membrana
celular en la ultima fase de ablandamiento y con ello, una menor susceptibilidad a B.
cinerea. La mayor integridad de membrana en los frutos tratados con KPhi, dada por
una menor degradacién celular de su estructura y por deposicion de compuestos que
refuerzan la pared celular, podria ser uno de los principales mecanismos de defensa
inducidos por el KPhi que aumentan la tolerancia a la podredumbre gris en el fruto.

Posiblemente otras respuestas inducidas por el fosfito que no han podido ser
medidas en este trabajo de Tesis, como por ejemplo, las relacionadas con la expresiéon
y aumento de la actividad de enzimas de defensa, contribuyeron con la mayor

tolerancia a la podredumbre gris en los frutos.
5. CONCLUSIONES.

Hay evidencias para no rechazar la hipétesis que sostenia que el fosfito de potasio
induce respuestas en el fruto que se asocian con una mayor tolerancia al desarrollo de
podredumbre gris, mientras que hay evidencias para rechazar la hipétesis que
sostenia que el efecto protector del fosfito es mayor cuando son aplicados en floracién
y en poscosecha.

El fosfito aplicado en precosecha (por asperjado de las plantas) aument6 la
tolerancia a la podredumbre gris en fruta inoculada con el patégeno, con una menor
severidad de la enfermedad, fundamentalmente cuando el tratamiento se realiz6
durante el desarrollo del fruto o en forma combinada en ambas etapas del cultivo:

prefloracion y desarrollo del fruto.
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La aplicacion de fosfito en poscosecha (por inmersién) ha mostrado ser tan efectiva
como en precosecha (asperjado durante el desarrollo del fruto), reduciendo la
severidad de la enfermedad. La combinacién del asperjado de las plantas y la
inmersion de los frutos no mostré ser superior a los tratamientos individuales.

Hay evidencias para no rechazar la hip6tesis que sostenia que el tratamiento con
fosfito reduce la produccion de etileno y la respiracion en el fruto y dispara respuestas
bioguimicas asociadas a la induccién de defensas.

El tratamiento con fosfito de potasio se asocié con un aumento en el espesor de la
piel y del contenido de pared celular y de lignina en el tejido del pericarpio externo de

los frutos, como parte de las respuestas asociadas a la induccién de defensa.
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CAPITULO 3: EFECTO DE LA APLICACION DE FOSFITO DE POTASIO SOBRE EL
CONTENIDO DE COMPUESTOS ANTIOXIDANTES EN EL FRUTO A COSECHA'Y
DESPUES DEL ALMACENAMIENTO EN FRIO.

La investigacion que se desarrolla en este capitulo responde a las siguientes
hipétesis planteadas:

H3. El fosfito de potasio induce la produccion de acido ascoérbico, carotenos y
compuestos fendlicos en frutos de kiwi, aumentando el valor nutracéutico del producto.

H5. Las aplicaciones de fosfito durante el crecimiento del fruto producen una mejora

de las caracteristicas sensoriales y nutracéuticas.

1. INTRODUCCION.

En la INTRODUCCION GENERAL se describié la composicion y el contenido de
diferentes compuestos nutricionales que contiene el fruto de kiwi. Como se ha
mencionado, estos compuestos son metabolitos secundarios y de defensa, vinculados
con el sistema antioxidante, que pueden ser inducidos por diferentes estimulantes,
entre ellos, el fosfito, resultando una estrategia para incrementar el valor funcional de
esta fruta.

Debido a que el almacenamiento del fruto se puede extender hasta 6 meses en frio,
resulta de interés no sélo conocer cuales son los cambios que ocurren en el contenido
de compuestos nutricionales al momento de la cosecha sino también al finalizar el
periodo de guarda y en la vida comercial.

En general, la actividad antioxidante de las frutas y hortalizas durante el
almacenamiento puede mantenerse y en algunos casos hasta puede registrarse un
aumento debido a la sintesis de compuestos fendlicos (Vicente et al., 2009). Estos
autores mencionan que en muchos casos la pérdida de calidad comercial ocurre antes
gue la pérdida de calidad nutricional.

En relacion al kiwi, los cambios en el contenido de acido ascorbico durante el
almacenamiento refrigerado se relacionan con el estado de madurez en que fueron
cosechados los frutos, con mayor pérdida relativa de ascorbico cuanto menor sea la
madurez de cosecha (Gullo et al., 2016).

En el kiwi, la capacidad antioxidante puede disminuir si el almacenamiento en frio
se prolonga a 6 meses, pero aumenta nuevamente cuando la fruta es posteriormente
transferida a temperatura ambiente por 7 dias (Tavarini et al., 2008). Estos autores

también reportaron que el contenido de fenoles puede mantenerse o aumentar durante
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el almacenamiento prolongado, dependiendo de la madurez de cosecha. Algunos
antecedentes coinciden en que la exposicion de la fruta al frio durante la conservaciéon
induce un aumento del contenido de fenoles (Fisk et al., 2006; Krupa et al., 2011; Gullo
et al., 2016). Ademas, durante el almacenamiento en frio también puede haber
cambios en la composicion fenodlica del fruto (Krupa et al.,, 2011) lo que podria
modificar la actividad antioxidante.

Los compuestos fendlicos intervienen en el sistema antioxidante, secuestrando los
radicales libres y protegiendo a las células de la oxidacion lipidica (Jiao et al., 2018). El
poder antioxidante esta en relacion con las caracteristicas quimicas del compuesto,
con la cantidad de grupos aromaticos e hidroxilos y de su posicion de enlace (Rice-
Evans et al., 1996; Kim y Lee, 2004; Jiao et al., 2018). En su trabajo, Jiao et al. (2018)
estimaron la contribucién al poder reductor de diferentes compuestos fendlicos, siendo
maxima para la epicatequina, seguida por los acidos vanilico, protocatecuico, p-
cumarico, fertlico, siringico, cafeico, y catequina y galato de epicatequina.

Los experimentos realizados responden al siguiente objetivo especifico:

- Determinar el efecto de la aplicacién de fosfito de potasio sobre el contenido de
compuestos nutracéuticos, al momento de cosecha y luego del almacenamiento

prolongado en frio.
2. MATERIALES Y METODOS.

2.1. Condiciones de cultivo y descripcion de los tratamientos.

Los tratamientos y condiciones de los experimentos fueron los mismos que los

descriptos en la seccién 2.1. del Capitulo 1.
2.2. Cosecha, acondicionamiento y condiciones de almacenamiento.

La cosecha, acondicionamiento y condiciones de almacenamiento fueron los

mismos que los descriptos en la seccion 2.2. del Capitulo 1.
2.3. Determinacién de la calidad nutricional.

Todas las determinaciones que se describen a continuacién se realizaron por
triplicado en el momento de la cosecha, al finalizar el almacenamiento en frio (4 meses
a 0 £ 0,5°C, 95% HR) y en su posterior vida comercial (7 dias a 20 £ 2°C, 90% HR).
En cada momento de andlisis, 5 frutos de un mismo tratamiento fueron pelados en la
zona que rodea a la cicatriz de cosecha. Aproximadamente 5 g del pericarpio externo

de cada uno se extrajo con un cuchillo de cerdmica, procediendo rapidamente al
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congelado del tejido con nitrégeno liquido. Las muestras fueron conservadas en
ultrafreezer a -80°C hasta su utilizacion. Previo a la extraccién de los compuestos de
interés, cada muestra compuesta fue molida en un molinillo de café De’Longhi KG-40,
con 170 W de potencia (De’Longhi Appliances S.R.L., Treviso, lItalia), agregando
permanentemente N liquido hasta pulverizar los tejidos, manteniendo la temperatura

de congelamiento en todo momento.

2.3.1. Extraccion y determinacion del contenido de acido ascérbico.

La técnica utilizada para la extraccion del 4cido ascorbico (AA) fue descripta por Ke
et al. (1994), utilizada por Quillehauquy (2016), a la que se le hicieron algunas
modificaciones. Brevemente, se tomaron 0,15 g de la muestra de pulpa (pericarpio
externo) molida y congelada y se agregaron 4,5 mL de una soluciéon acuosa de &cido
oxalico al 1%. La muestra fue agitada durante 30 min a 185 rpm a 4°C y mantenida a
dicha temperatura y oscuridad durante 1,5 h. Posteriormente, se centrifug6 durante 30
min a 7500 x g (6000 rpm) a 4°C. El sobrenadante fue recuperado y conservado en
ultrafreezer hasta su utilizacion.

La determinacion de AA se realizé utilizando el método colorimétrico descripto por
Leipner et al. (1997), el cual se basa en el seguimiento de la reduccién del compuesto
2,6-diclorofenolindofenol (DCFIF). Para la medicion, 200 L de extracto se pusieron en
contacto con 200 pL de una solucién de K;HPO4 al 45%, permaneciendo la mezcla en
incubacién a temperatura ambiente y oscuridad por 15 minutos. Posteriormente, se
agregaron 670 pL de buffer citrato-fosfato pH 2,3 e inmediatamente antes de la lectura
de absorbancia, se agregaron 670 pL de una solucién acuosa de DCFIF al 0,0059%.
Se realizé una curva de calibracion de AA en un rango de 0 a 14 ug de AA. La
preparacion de las soluciones estandares se realiz6 tomando alicuotas crecientes de
una solucién madre de AA 0,007% m/V. Se midi6 la absorbancia del blanco (solucion
acido oxalico 1%), de las soluciones estandar de AA y de las muestras por triplicado a
524 nm con un espectrofotbmetro Bio-Rad SmartSpecTM 3000 (Bio-Rad Laboratories
Inc., California, USA). El contenido de &cido ascorbico se calcul6 como mg AA 100 g*
PF.

2.3.2. Determinacién capacidad antioxidante por diferentes métodos.

2.3.2.1. Obtencidn de los extractos.

El extracto etandlico se obtuvo a partir 0,1 g de polvo de N2 del pericarpio externo

gue se homogeneiz6 en 5 mL de etanol absoluto (manteniendo en frio y oscuridad),
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dejando que la extraccién tuviera lugar durante 20 min en un agitador orbital a 140
rpm, seguida de 2 h a 4°C y ulterior centrifugacion a 4°C y 7500 x g durante 30 min.
Posteriormente se recuperé el sobrenadante (extracto etandlico) que fue conservado

en ultrafreezer hasta su utilizacion.

2.3.2.2. Medicion por el método del DPPH (radical libre 2,2 difenil-1-picrilhidrazilo).

La medicion de la capacidad antioxidante por el método del DPPH (CAppen) fue
descripto por Brand-Williams et al. (1995) y se fundamenta en el seguimiento de la
decoloracién progresiva del color purpura del DPPH, cuando se le afiade un extracto
etandlico conteniendo sustancias antioxidantes capaces de captar el radical DPPH.
Para la cuantificacion, se utilizé la técnica adaptada a microplaca, en la que 240 pL de
DPPH 100 uM se pusieron en contacto con alicuotas de 30, 40, 50 y 60 pL del extracto
etandlico, llevando a un volumen final de 300 pL con etanol en todos los casos. Se
dejo reaccionar durante 20 min a temperatura ambiente y oscuridad y se midio la
absorbancia de las muestras y del blanco (300 uL DPPH 100 mM) a 515 nm con un
espectrofotdmetro de microplacas UV-Vis Epoch® Biotek (Biotek Instruments Inc.,
USA) (Figura VI del APENDICE). Todas las muestras se hicieron por triplicado. La
capacidad antioxidante se expresé como mg equivalentes de acido ascdérbico por
gramo de peso fresco (mg eq AA g PF). Para ello, se realiz6 una curva de calibracion
utilizando como estandares soluciones de AA conteniendo 0,2 a 1,0 ug de AA en el

mix de reaccion.

2.3.2.3. Medicién por el método FRAP (Ferric reducing ability of plasma).

La medicion de la capacidad antioxidante por el método FRAP (CArrap) fue
descripta por Benzie y Strain (1996) para plasma, adaptado por Stratil et al. (2006)
para la medicién de extractos de diferentes hortalizas y por Du et al. (2009), para
medir los antioxidantes en kiwi. El método mide la capacidad del conjunto de
sustancias antioxidantes presentes en el extracto, capaces de reducir al ion hierro (lll)
en un pH &cido. Se forma un color azul intenso cuando el complejo férrico-
tripiridiltriazina (Fe**-TPTZ) se reduce a la forma ferrosa, que posee una absorcion
méxima a 593 nm.

Para la cuantificacion de la CArrap, Se utilizo la técnica adaptada a microplaca, en
la que 250 pl de reactivo FRAP (0,83 mM TPTZ y 1,67 mM FeCls en buffer acetato de
sodio/acido acético pH 3,6) se pusieron en contacto con una alicuota de 25 pL del
extracto etandlico. Se incubd durante 40 min a 37°C y se midi6 la absorbancia de las

muestras y del blanco (250 pL FRAP+ 25 pL etanol) a 593 nm con un
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espectrofotdmetro de microplacas UV-Vis Epoch® Biotek (Biotek Instruments Inc.,
USA). Las mediciones se hicieron por triplicado. Los resultados se referenciaron a una
curva estandar de Trolox (&cido-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcroman-2-carboxilico), que
abarcaron un rango de concentraciones de 25 a 150 pM. Para la medicion de
absorbancia de las soluciones estandar se procedié de la misma manera que para las
muestras. Los resultados se expresaron como micromoles equivalentes de Trolox por

gramo de peso fresco (umol eq. Trolox g* PF).

2.3.3.Determinacion de los fenoles totales.

El método espectrofotométrico desarrollado por Folin y Ciocalteu (Singleton y Rossi,
1965) es el de mayor uso para la determinacién de fenoles totales y se fundamenta en
el caracter reductor del reactivo utilizado. El reactivo estd compuesto por una mezcla
de &cidos fosfowolframico y fosfomolibdico en medio béasico, que se reducen al oxidar
los compuestos fendlicos, originando Oxidos azules de wolframio (WgO23) y molibdeno
(MogO23). La metodologia se adaptd a su medicion en microplaca. Para ello, a 90 pL
de extracto etandlico se agregaron 70 uL de agua ultrapura y 70 pL de reactivo de
Folin—Ciocalteu (20%). Después de agitar y de 6 min de incubacién en oscuridad, se
agregaron 140 uL de carbonato de sodio (5%) y se dej6 reaccionar durante 1,5 h en
oscuridad. La absorbancia se midi6 a 760 nm en un espectrofotdmetro de microplacas
UV-Vis Epoch® Biotek (Biotek Instruments Inc., USA). Las mediciones se realizaron
por triplicado. Los resultados se calcularon en base a una curva de calibracién de
soluciones estandar de acido gélico (AG), que abarcaron un rango de concentraciones
de 10 a 40 ug mL?, y se expresaron en mg equivalentes de acido galico por 100 g de

peso fresco (mg eq. AG 100 g* PF).

2.3.4.Determinacion del contenido de flavonoides.

Para la cuantificacion de flavonoides contenidos en la muestra se utilizé el método
colorimétrico descripto por Zhishen et al. (1999) y revisado por Pekal y Pyrzynska
(2014), con algunas modificaciones y adaptandolo a microescala. Debido al bajo
contenido de flavonoides en la pulpa de los frutos de kiwi evaluados, el extracto
preparado segun el apartado 2.3.2.1 debi6é ser concentrado. Para ello, se tomé 1 mL
del extracto etandlico y se evaporo a sequedad a 65°C. Al extracto seco se agregaron
88,1 pL de agua ultrapura, 20 pL NaNO- (1,5% m/V) y se dejo reaccionar durante 5
min. Se agregaron 17 pL de AIClz (2,4% m/V) y luego de 6 minutos, 74,9 pL de NaOH
2,67 M e inmediatamente se midio la absorbancia a 510 nm con un espectrofotometro

de microplacas UV-Vis Epoch® Biotek (Biotek Instruments Inc., USA). Las mediciones
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se hicieron por triplicado. Los resultados se referenciaron a una curva de calibracion
de soluciones estandar de catequina, partiendo de una solucion patrén de
0,068 mg L?, y obteniendo 5 soluciones estandar en un rango de concentraciones de
0 a 0,026 mg L™. Los resultados se expresaron como mg equivalentes de catequina
por cada 100 gramos de peso fresco (mg eq. catequina 100 g* PF).

2.3.5. Extraccién y determinacion del contenido de clorofila (a y b) v carotenoides

totales.

La determinacion del contenido de clorofila y carotenos se realiz6 siguiendo la
metodologia de extraccion de Ramazzina et al. (2015) y de cuantificacion de
Lichtenthaler y Wellburn (1983), con pequefias modificaciones. Para ello, se
homogeneiz6 0,1 g de polvo de nitrégeno de kiwi con 0,5 mL de acetona al 80%. La
muestra fue agitada a 135 rpm durante 15 min y a 4°C. Luego se mantuvo a esa
temperatura durante 2 h y se centrifug6 a 10000 x g por 15 min a 4°C. El sobrenadante
fue utilizado para medir la absorbancia por espectrofotometria, utilizando un
espectrofotdmetro UV-Vis Epoch® Biotek (Biotek Instruments Inc., USA) a 662, 645 y
470 nm. El célculo de clorofila a se realizd mediante la siguiente férmula:
Ca=11,75%xAes2—2,350%Asss; €l contenido de clorofila b, se calculdé como
Ch=18,61xAs45—3,960%Ass2 Y €l contenido de carotenoides totales, mediante la formula:
Cc= (1000xA470-2,270Ca-81,4Cb)/227. Las mediciones se hicieron por triplicado. Las

concentraciones se expresaron en ug g PF.
2.4. Disefio experimental y analisis estadistico de los datos.

Durante las dos primeras temporadas en las que se evalu6 el efecto del asperjado
de las plantas con KPhi en diferentes estados fenolégicos sobre el contenido de
compuestos nutricionales, el disefio experimental utilizado fue completamente
aleatorizado con arreglo factorial 4 x 2, con tres repeticiones de cada tratamiento. Los
factores evaluados fueron: Tratamiento, con 4 niveles: KPhipr, KPhigy, KPhipriser, C Y
Afo, con 2 niveles: 2014 y 2015. El disefio experimental utilizado en la temporada
2015-2016 fue completamente aleatorizado con Tratamiento (con 4 niveles) como
factor fijo.

Los datos obtenidos en los muestreos de cosecha, salida de frio (4 meses de
almacenamiento a 0 + 0,5°C, 95% HR) y en vida comercial (7 dias a 20 + 2°C, 90%
HR) fueron analizados mediante ANOVA. En el set de datos de las temporadas de

cosecha 2014 y 2015, se determind la significancia de la interaccién Tratamiento x Afio
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y los efectos principales de cada factor para cada variable. En el set de datos de la
temporada de cosecha 2016, se analiz6 el efecto del factor Tratamiento. Ante una
significancia menor o igual al 5%, las medias fueron separadas utilizando el test de
Tukey-Kramer (a =0,05).

Todos los analisis estadisticos se realizaron utilizando el programa R versiéon 3.2.3
(R Core Team, 2015).

3. RESULTADOS.
3.1. Al momento de la cosecha.

Los resultados para todas las variables medidas al momento de la cosecha se
muestran en la Tabla 13.

El asperjado con KPhi en precosecha tuvo un efecto significativo sobre el contenido
de acido ascorbico en los frutos analizados luego de la cosecha, que fue diferente
segun el afio de estudio (interaccion Tratamiento x Afio significativa, p = 0,0495). En el
2014, los frutos del tratamiento KPhigy presentaron un contenido de acido ascérbico
significativamente mayor al resto de los tratamientos incluyendo al control. En el 2015,
el contenido de acido ascorbico resulté significativamente mayor al control sélo en los
frutos del tratamiento combinado con KPhi (KPhipri+rru). En la tercera temporada, no
se encontraron diferencias estadisticas para el contenido de acido ascorbico entre
KPhig, — C y control (C- C) (p = 0,3438).

El andlisis estadistico para el conjunto de datos de las cosechas 2014 y 2015
indican que no hubo un efecto significativo de interaccién Tratamiento x Afio, ni efectos
principales (p > 0,05) para la capacidad antioxidante medida por el método de DPPH
(Tabla 13). Tampoco hubo diferencias para CApepn entre los tratamientos KPhig, — Cy
control (C — C) para el afio 2016 (p = 0,3509).

Para la capacidad antioxidante medida por el método FRAP, el efecto de los
tratamientos con KPhi también difiri6 con los afios (p = 0,0363 para la interaccion
Tratamiento x Afio). Mientras que en el 2014 todos los tratamientos resultaron
similares al control, en el 2015 la mayor capacidad antioxidante se detectd en el
KPhipr+rru, con diferencias estadisticas con el tratamiento KPhipr, resultando ambos
similares al control y a KPhigy. En la tercera temporada, la CArrap resultd
significativamente (p = 0,0027) mayor en el control (C - C) respecto al tratamiento con
KPhi realizado en precosecha (KPhig — C).

La interaccion Tratamiento x Afio también resulto significativa (p = 0,0001) para el

contenido de fenoles totales. En el 2014, el contenido de fenoles totales fue similar en
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todos los tratamientos, mientras que en el 2015, el mayor valor se determiné en los
frutos tratados con KPhiprer, Seguido  por  KPhigy, resultando ambos
significativamente superiores al control. En el tercer afio, no se encontraron diferencias
significativas en el contenido de fenoles totales entre los tratamientos KPhig,—C y C-C
(p = 0,3954).

En relacion al contenido de flavonoides, en las temporadas de cosecha 2014 y 2015
se encontrd un efecto principal del factor Tratamiento (p = 0,0049) y Afio (p = 0,0003).
El mayor contenido de flavonoides fue detectado en el tratamiento KPhig respecto de
KPhips, aunque estos tratamientos y el combinado (KPhiprien) no  resultaron
estadisticamente diferentes del control. En el afio 2014, hubo una menor acumulacién
de flavonoides totales respecto al 2015. En el afio 2016, no se encontraron diferencias
estadisticas para el contenido de flavonoides entre KPhig,—C y C—C (p = 0,6042).

En las primeras dos temporadas (2014 y 2015), no hubo efectos significativos
debidos a los tratamientos con KPhi (p = 0,4519), ni tampoco efecto de interaccion
entre los factores en estudio (p = 0,6148) sobre el contenido de clorofila total. El efecto
del afio fue altamente significativo, siendo el contenido de clorofila total mayor en el
afio 2014 respecto al 2015 (Tabla 13). En el tercer afio, las diferencias entre los
tratamientos tampoco resultaron estadisticamente significativas para contenido de
clorofila total (p = 0,4399).

No hubo efectos de los factores Tratamiento, Afio o su interaccion para el contenido
de carotenoides totales en las primeras dos temporadas (p > 0,05). Tampoco hubo

efecto de los tratamientos en la tercera temporada de experimentos.
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Tabla 13. AA, CAorrH, CArrapr, fenoles totales, flavonoides totales, clorofila total y carotenoides totales en pericarpio
externo de frutos de kiwi Haywardanalizados al momento de la cosecha.

Capacidad antioxidante

Flavonoides totales

i Clorofila  Carotenoides
Afios Tratamientos (g HM%@.H - DPPH FRAP ﬂw%m%wowomww_ww (mg mg.m.wﬁwmvcsm 100 orot oerol
(mgeq.AAg PR (Hmoleq. Trolox g™ PF) Mgg'PH  (ugg'PP
2014 KPhipg 99,4+5,0 b 1,12+0,1 a 7,01+0,4 a 135,5¢7,9 a 2,44+0,6 b 15,124+0,9 a 1,99+0,3 a
KPhigy, 116,4+5,0 a 1,35+0,1 a 8,49+0,4 a 155,1+7,9 a 5,044+0,5 a 15,45+0,9 a 2,75+0,2 a
KPhipri+ery 95,2+5,0 b 1,12+0,1 a 7,00£0,4 a 134,7+7,9 a 4,47+0,5 ab 15,34+0,9 a 2,56+0,2 a
C 98,615,0 b 1,19+0,1 a 7,83+0,4 a 147,8+7,9 a 3,460,5 ab 15,45+0,8 a 2,83+0,2 a
Promedio 2014 102,445,0 1,2040,1 7,5840,3 143,3#3,4 3,85+0,2 B 15,34+04 A 2,5340,1
2015 KPhipg 90,2+5,0 ¢ 1,11+0,1 a 8,33+0,6 b 147,445,4 bc 4,95+0,3 b 9,68+0,8a  3,08+0,2 a
KPhigy, 115,615,0 ab 1,18+0,1 a 9,19+0,6 ab 167,3t5,4 b 5,8510,3 a 10,11+0,9 a 2,65+0,2 a
KPhipeiery 127,3+5,0 a 1,36+0,1 a 11,08+0,6 a 207,9+5,4 a 5,20+0,3 ab 10,77+0,8 a 2,80+0,2 a
C 101,045,0 bc 1,13+0,1 a 9,81+0,6 ab 139,3+5,4 c 5,01+0,3 ab 12,06+0,9 a 2,80+0,2 a
Promedio 2015 108,545,0 1,19+0,1 9,75+0,3 165,5+3,4 5,25+0,2 A 10,66+0,4 B 2,85+0,1
FV valor p
2014-2015 Tratamientos 0,0392 0,5446 0,0872 0,0010 0,0049 0,4519 0,7246
Afios <0,0001 0,9777 <0,0001 0,0003 0,0003 < 0,0001 0,0612
Tratamientosx Afios 0,0495 0,3583 0,0363 0,0001 0,1710 0,6148 0,0612
2016 KPhig,-C 98,1+2,9 a 1,66+0,1 a 9,45+0,2 b 162,5+5,3 a 4,64+0,5 a 11,2610,7 a 1,84+0,2 a
Cc-C 93,8+2,9 a 1,58+0,1 a 10,60+0,1 a 155,9+4,6 a 4,23+0,5 a 10,48+0,7 a 1,5840,2 a
Promedio 2016 96,0+2,9 1,62+0,1 10,10+0,2 158,7+3,4 4,43+0,4 10,87+0,5 1,72+0,1
FV valor p
Tratamientos 0,3438 0,3509 0,0027 0,3954 0,6042 0,4399 0,2763

Tratamientos evaluados en el afio 2014 y 2015: KPhiprr: una aplicacion en prefloracion, KPhirr: 6 aplicaciones durante el desarrollo del fruto,
KPhiprri+rru: Una aplicacion en prefloracién y 6 aplicaciones durante el desarrollo del fruto, C: plantas no tratadas (Control). 2Tratamientos
evaluados en el afio 2016: KPhirru-C: seis aplicaciones foliares durante el desarrollo del fruto; C-KPhipos: sin fosfito en precosecha y tratada en
una solucion de fosfito en poscosecha; KPhiru-KPhipos: fruta tratada en precosecha y en poscosecha; C-C: sin KPhi precosecha o
poscosecha. Letras minasculas diferentes para un mismo afio de evaluacion indican diferencias entre tratamientos, y las mayudsculas,
diferencias debidas al efecto principal del afio (Tukey-Kramer, a=0,05). Los valores representan las medias y las barras de error indican el error
estandar de la media de 3 repeticiones.
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3.2. Al finalizar el almacenamiento refrigerado.

En la Tabla 14 se muestran los resultados de las mediciones realizadas al finalizar
los 4 meses de almacenamiento refrigerado (0 = 0,5°C, 95% HR).

No se detectaron diferencias significativas entre los tratamientos con KPhi para el
contenido de AA, CAopprH, CArrap durante las primeras dos temporadas (afios 2014 y
2015), ni tampoco en la tercera (2016) (p > 0,05). En los experimentos en los que se
evaluaron los diferentes momentos de asperjado de las plantas con KPhi en
precosecha tampoco hubo efecto significativo de los afios (2014 y 2015) para el
contenido de AA ni para CApppx (p > 0,05), mientras que si lo hubo para CArrar
(p < 0,0001), resultando significativamente mayor el valor promedio de todos los
tratamientos en el afio 2015 respecto al 2014.

Respecto a los fenoles totales, mientras que en el afilo 2014 todos los tratamientos
resultaron similares, los valores alcanzados por los frutos de los tratamientos KPhigny y
KPhipr+re  resultaron  significativamente superiores al control en el afio 2015
(interaccién Tratamiento x Afio significativa; p = 0,0234). En la tercera temporada no
se detectaron efectos significativos debidos a los tratamientos sobre el contenido de
fenoles totales (p = 0,5190).

Para el contenido de flavonoides totales hubo diferencias significativas debidas a
los tratamientos con KPhi precosecha dependiendo del afio de evaluacién (interaccion
Tratamiento x Afio significativa; p = 0,0101). En las temporadas de los afios 2014 y
2015, los frutos tratados con KPhi presentaron en general menor contenido de
flavonoides totales respecto a los no tratados, siendo estas diferencias
estadisticamente significativas en ambos afios cuando se comparé KPhipg con el
control. Siguiendo la misma tendencia que la observada en las determinaciones a
cosecha, hubo menor contenido de flavonoides en los frutos analizados al finalizar la
salida de frio en el 2014 respecto al 2015, independientemente de los tratamientos. En
el afio 2016 no se detectaron diferencias estadisticas para flavonoides totales debidas
a los tratamientos de precosecha y poscosecha con KPhi (p = 0,5897).

Para clorofila total se encontré un efecto significativo debido a la interaccién entre
los tratamientos y los afios (p = 0,0269). El contenido de clorofila en los frutos del
tratamiento KPhig, fue significativamente mayor a los controles en el afio 2014,
aunque no se encontraron diferencias entre ambos tratamientos en el afio 2015. Los
valores de clorofila total determinados en la tercera temporada no difirieron

estadisticamente entre tratamientos (p = 0,1376).
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Para el contenido de carotenoides totales, se detectaron efectos principales de los
tratamientos y de los afios en las primeras dos temporadas (ambos con p < 0,01). El
contenido de carotenoides totales resulto significativamente mayor en los frutos de kiwi
del tratamiento KPhiry que en los controles, en ambos afios (2014 y 2015).
Independientemente del tratamiento, en el afio 2014 se determind un mayor contenido
de carotenoides en la pulpa (pericarpio) de los frutos respecto al 2015. En relacion a la
tercera temporada, las diferencias entre los tratamientos resultaron significativas
(p = 0,0189), con mayor contenido de carotenoides en los frutos del tratamiento
combinado KPhir - KPhipes respecto a los frutos control (C — C).

3.3. Al finalizar la vida comercial.

La Tabla 15 muestra los resultados para cada una de las variables medidas al
finalizar la vida comercial (7 dias a 20 £ 2°C, 90% HR) de frutos de kiwi almacenados
por 4 meses en frio (0 + 0,5°C, 95% HR).

En los experimentos realizados en las primeras dos temporadas se encontraron
efectos principales debidos a los tratamientos (p = 0,0059) y a los afios (p = 0,0048)
para el contenido de AA. Los valores de AA determinados en el pericarpio externo de
los frutos del tratamiento KPhigy resultaron significativamente mayores al de los
controles y al tratamiento KPhipe en el afio 2014. En el afio 2015, los frutos del
tratamiento KPhipr+re @acumularon mayor contenido de AA que los frutos del
tratamiento KPhiprr y C, aunque no hubo diferencias estadisticas con KPhigy.
Respecto al efecto debido al afio, en 2015 se determind mayor contenido de AA que
en 2014, independientemente del tratamiento realizado con KPhi. En la tercera
temporada, también hubo un efecto significativo debido a los tratamientos
(p = 0,0016). Para el afio 2016, los resultados muestran que los frutos del tratamiento
combinado KPhigy, — KPhipes presentaron mayor contenido de AA que el control (C — C)
y que el tratamiento C — KPhipes, aunque sin diferencias estadisticas con KPhig,— C.

En el caso de la CAppen €l efecto debido a los tratamientos no fue significativo
(p = 0,6779) y tampoco lo fue el efecto del factor afio (p = 0,7252) o su interaccion
(p = 0,5566) para los afios 2014 y 2015. En la tercera temporada, tampoco hubo
diferencias estadisticas entre los tratamientos para esta variable (p = 0,3919).

En las dos primeras temporadas, no se encontrd efecto significativo debido a los
tratamientos para la CArrar (p = 0,3442), aunque si para el efecto Afio (p = 0,0001),
resultando mayor el valor medido en el afio 2015 respecto del 2014 al igual que lo
observado en la salida de frio. En la tercera temporada, las diferencias entre los

tratamientos no fueron significativas (p = 0,2325).



104

Durante las dos primeras temporadas, el contenido de fenoles totales resultd
significativamente mayor en los frutos del tratamiento KPhir, respecto al control y a
KPhipg, independientemente del afio (efecto principal de los tratamientos; p = 0,0201).
En el afio 2015 se determind mayor contenido de fenoles totales que en el 2014
(efecto principal de los afos; p = 0,0424). En la tercera temporada, no se encontraron
efectos significativos debido a los tratamientos (p = 0,4054), aunque el tratamiento
combinado KPhir, — KPhipos muestra un aumento del 12% en el contenido de fenoles
totales respecto al C-C.

Para flavonoides totales se encontr6 efecto significativo debido a los tratamientos
(p = 0,0423) y al afio (p < 0,0001). Los resultados muestran que ninguno de los
tratamientos con KPhi difiri6 estadisticamente del control; las diferencias estadisticas
en el contenido de flavonoides totales se encontraron entre el tratamiento combinado
KPhiprri:ew que presentd un menor valor promedio respecto al tratamiento KPhip. En
relacion al afio, los frutos de kiwi cosechados en el afio 2014 presentaron menor
contenido de flavonoides totales respecto al 2015. No hubo efecto significativo debido
a los diferentes tratamientos con KPhi en los frutos evaluados en el afio 2016 (p =
0,1499), aunque el valor promedio del tratamiento KPhigy resultdé 33% superior al del
C-C.

No hubo efecto significativo debido a los tratamientos (p = 0,3679) para clorofila
total en las primeras dos temporadas, mientras si hubo un efecto debido al afio (p <
0,0001), resultando mayor el contenido en el afio 2014 que en 2015. Las diferencias
entre los tratamientos para clorofila total tampoco fueron significativas en la tercera
temporada (p = 0,1640).

Para el contenido de carotenoides totales, las diferencias entre los tratamientos
variaron con el afio (interaccion tratamiento x afio significativa; p = 0,0011). En el
2014, el contenido de carotenoides totales de KPhir, fue estadisticamente menor al de
KPhipr, resultando ambos similares al control. En el 2015, ambos tratamientos con
KPhi presentaron un contenido de carotenoides totales significativamente menor al
control. En la tercera temporada no se encontraron diferencias estadisticas entre los

tratamientos para esta variable (p = 0,7904).
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Tabla 14. AA, CAorrH, CArrapr, fEnoles totales, flavonoides totales, clorofila total y carotenoides totales en pericarpio
externo de frutos de kiwi Hayward analizados luego de 4 meses de almacenamiento refrigerado (0 £ 0,5°C, 95%
HR).

Capacidad antioxidante Flavonoides totales

Afios Tratamientos AA DPPH FRAP Fenoles totales (Mg ed saicauina 100 o_.wmm____m Omﬁhﬂd_m_mo_mm
(mg 100 g™ PP a a (mg AG 100 g™ PF) 1 1
(mgeq.AAg~PF)  (umol eq. Trolox g~ PF) (Mg g™ PF) (Mg g~ PF)
2014 KPhipg 99,65+4,9 a 1,04+£0,1 a 5,72+0,7 a 137,246,2 a 2,58+0,3 ¢ 9,76x0,6 ab 3,41+0,1 b
KPhigr, 100,70+4,9 a 1,32+0,1 a 7,38+0,7 a 158,616,2 a 3,24+0,3 ab 11,39+0,6 a  3,86%0,1 a
KPhiperer 111,27+4,9 a 1,15+0,1 a 7,33+0,7 a 146,7+6,2 a 2,98+0,3 bc 10,9620,6 ab  3,92+0,1 ab
C 97,36+4,9 a 1,21+0,1 a 6,830,7 a 149,816,2 a 3,60+0,3 a 8,77+0,6 b 3,540,1 b
Promedio 2014 102,3+2,4 1,18+0,1 6,82+0,4 B 148,1+2,5 3,10+0,2 B 10,22+0,2 3,68+0,1 A
2015 KPhipg 93,84+4,9 a 1,09+0,1 a 11,74+0,7 a 160,0+3,4 b 4,16+0,3 ¢ 7,99+0,2 ab  1,68+0,1 b
KPhigp, 110,864,9 a 1,10£0,1 a 11,64+0,7 a 178,2+3,4 a 4,67+0,3 bc 8,68+0,2 a 2,01+0,1 a
KPhipeirery 107,95+4,9 a 1,37£0,1 a 11,86%0,7 a 184,9+3,4 a 5,47+0,3 ab 7,50+0,2 b 1,62+0,1 ab
C 114,95+4,9 a 1,04+£0,1 a 11,02+0,7 a 153,0+3,4 b 6,16+0,3 a 8,08+0,2ab  1,52+0,1 b
Promedio 2015 106,9+2,4 1,150,1 11,57+0,4 A 169,0+2,5 5,12+0,2 A 8,06+0,2 1,7120,1 B
FV valor p
Tratamientos 0,0914 0,3727 0,5608 0,0017 < 0,0001 0,0104 0,0054
Afios 0,1943 0,7401 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001 < 0,0001
Tratamientosx Afos 0,0867 0,2189 0,5563 0,0234 0,0101 0,0269 0,1398
2016 KPhig,, - C 121,77+3,3 a 2,14+0,1 a 11,67+0,7 a 172,2+10,9 a 4,59+0,6 a 7,31+0,6 a 3,53+0,1 ab
C - KPhipes 115,08+3,3 a 2,22+0,1 a 11,60+0,7 a 180,8+10,9 a 4,44+0,6 a 7,73+0,5 a 3,70+0,1 ab
KPhigy, - KPhipes 121,20+3,3 a 2,0620,1 a 12,64+0,7 a 189,6x10,9 a 3,550,6 a 6,19+0,5 a 3,9840,1 a
c-C 108,19+3,3 a 1,90+0,1 a 10,53+0,7 a 168,619,4 a 3,7520,6 a 7,91+0,6 a 3,32+0,1 b
Promedio 2016  116,56+2,2 2,08+0,1 11,680,4 177,145,1 4,20+0,2 7,23+0,3 3,64+0,1
FV valor p
Tratamientos 0,0658 0,5461 0,2696 0,5190 0,5897 0,1376 0,0189

Tratamientos evaluados en el afio 2014 y 2015: KPhip:r: una aplicacion en prefloracion, KPhirw: 6 aplicaciones durante el desarrollo del fruto,
KPhiprri+rru: UNa aplicacion en prefloracion y 6 aplicaciones durante el desarrollo del fruto, C: plantas no tratadas (Control). ?Tratamientos
evaluados en el afio 2016: KPhirwu-C: seis aplicaciones foliares durante el desarrollo del fruto; C-KPhipos: sin fosfito en precosecha y tratada en
una solucion de fosfito en poscosecha; KPhiru-KPhipos: fruta tratada en precosecha y en poscosecha; C-C: sin KPhi precosecha o poscosecha.
Letras minlsculas diferentes para un mismo afio de evaluacion indican diferencias entre tratamientos, y las mayusculas, diferencias debidas al
efecto principal del afio (Tukey-Kramer, a=0,05). Los valores representan las medias y las barras de error indican el error estandar de la media

de 3 repeticiones.
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Tabla 15. AA, CAorrH, CArrapr, fEenoles totales, flavonoides totales, clorofila total y carotenoides totales en pericarpio
externo de frutos de kiwi Hayward analizados en vida comercial (7 dias a 20 + 2°C, 90% HR), luego de 4 meses de

almacenamiento refrigerado (0 = 0,5°C, 95% HR).

Flavonoides totales

Capacidad antioxidante Clorofila ~ Carotenoides
Afios Tratamientos AA DPPH FRAP Fenoles totales (Mg eq: caieduinaitd o) Totales
(Mg100g7PA (g eq AAG PH  (umoleg. Troloxg*pp  ("9ACI0 PP 9°Fn (hg g™ PP (Mg g PP
2014 KPhipg 100,8345,4 b 0,90:0,1 a 7,79+0,8 a 129,747,2b 5,65+0,4 a 12,85¢05a  3,01#0,1a
KPhigy, 111,1745,4 ab 1,1540,1 a 10,14#0,8 a 160,5+7,2 a 544t04ab  11,50:05a  2,52+0,1b
KPhipreer 108,43t5,4 a 1,05:0,1 a 8,020,8 a 147,5:7,2 ab 3,09£0,4 b 12,03t05a  2,58+0,1 ab
c 98,69+5,4 b 1,0620,1a 7,55£0,8 a 145,6+7,2 b 431:04ab  11,31#05a  2,6740,1ab
Promedio 2014  104,8+2,7 B 1,04+0,1 8,37+0,4 B 145,8+3,6 B 4,62+0,2 B 11,9240,3A  2,69¢0,1 A
2015 KPhip,g 108,9345,4 b 1,080,1 a 11,0808 a 155,6£7,2 b 8,200,6 a 8,28:05a  1,91#0,1b
KPhie,, 118,2745,4 ab 1,070,1 a 11,0808 a 168,4%7,2 a 7,92+0,6 ab 7,74¢05a  2,12+0,1b
KPhipeser 137,0645,4 a 1,080,1 a 11,2740,8 a 169,6+8,9 ab 7,5620,6 b 7,86:05a  2,21#0,1ab
c 105,1545,4 b 1,01#0,1 a 11,0408 a 140,247,2 b 8,60+0,6 ab 8,86:05a  277+01la
Promedio 2015 117,4+2,7 A 1,06+0,1 11,12+0,4 A 158,4+3,8 A 8,07+0,3 A 8,79+03B  2,25¢0,1B
FV valor p
2014-2015  Tratamientos 0,0056 0,6779 0,3442 0,0201 0,0423 0,3679 0,0310
Afios 0,0048 0,7252 0,0001 0,0424 < 0,0001 <0,0001 < 0,0001
Tratamientosx Afios 0,1631 0,5566 0,3275 0,1742 0,1563 0,2310 0,0011
2016 KPhigy, - C 107,82+4,4 ab 1,3240,1a 9,93+0,9 a 168,249,7 a 5,87+0,5 a 7,23t03a  3,23:0,1a
C - KPhipos 102,54+4,4 b 1,23#0,1a 10,74+0,9 a 179,6+8,5a 4,48+0,5 a 6,58t03a  3,31%0,1a
KPhigry - KPhipos 125,31#4,4 a 1,38#0,1a 11,66+0,9 a 185,5¢9,7 a 4,99+0,5 a 740:02a  3,11#0,1a
c-c 92,41+4,4 b 1,2940,1a 8,74+0,9 a 165,548,5 a 4,39+0,5 a 7,09:02a  3,25¢0,1la
Promedio 2016  107,02+3,7 1,3140,1 10,2740,5 174,444,5 4,970,3 7,1040,1 3,2240,1
FV valor p
Tratamientos 0,0016 0,3919 0,2325 0,4054 0,1499 0,1640 0,7904

Tratamientos evaluados en el afio 2014 y 2015: KPhip:r: una aplicacion en prefloracion, KPhirw: 6 aplicaciones durante el desarrollo del fruto,
KPhiprri+rru: UNa aplicacion en prefloracion y 6 aplicaciones durante el desarrollo del fruto, C: plantas no tratadas (Control). ?Tratamientos
evaluados en el afio 2016: KPhirwu-C: seis aplicaciones foliares durante el desarrollo del fruto; C-KPhipos: sin fosfito en precosecha y tratada en
una solucion de fosfito en poscosecha; KPhiru-KPhipos: fruta tratada en precosecha y en poscosecha; C-C: sin KPhi precosecha o poscosecha.
Letras minlsculas diferentes para un mismo afio de evaluacién indican diferencias entre tratamientos, y las mayusculas, diferencias debidas al
efecto principal del afio (Tukey-Kramer, a=0,05). Los valores representan las medias y las barras de error indican el error estandar de la media
de 3 repeticiones.
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4. DISCUSION.

Si bien hay importantes variaciones entre los valores de referencia informados para
el fruto de kiwi cv. ‘Hayward’ (Tabla 2, INTRODUCCION GENERAL), las medias
estimadas para el contenido de &cido ascorbico en este trabajo de Tesis son similares
a los datos publicados por Castaldo et al. (1992), citado por McGhie (2013) y por
Latocha et al. (2010), estos ultimos utilizando la técnica de cromatografia liquida de
alta performance.

La aplicacién de KPhi promovié un aumento del contenido de acido ascorbico en los
frutos de kiwi analizados en el momento de la cosecha. Este incremento se encontro
en dos de un total de tres afios de experimentacion. Aunque con diferencia entre afios,
los resultados indican que la aplicacion durante el crecimiento del fruto (KPhigy) y el
tratamiento combinado (KPhipri+er) promovieron el aumento del contenido de acido
ascorbico en el pericarpio externo en los frutos de kiwi. Si bien las diferencias entre los
tratamientos y el control no fueron estadisticas al finalizar el almacenamiento, si lo
fueron al analizar la fruta en la vida comercial en ambas temporadas (2014 y 2015). Se
encontré una similar tendencia a la observada en el momento de la cosecha, con
mayor contenido de AA en el tratamiento KPhipr:eru Seguido por KPhigy.

En la tercera temporada, el contenido de AA en los frutos del tratamiento KPhigy - C
y KPhiry — KPhipes fue 12,0 a 12,5% superior al control al finalizar la salida de frio,
aunqgue estas diferencias no fueron estadisticas. Asimismo, el tratamiento combinado
KPhigw - KPhipes promovié un aumento de alrededor del 17% en el contenido de &cido
ascorbico en la pulpa de los frutos de kiwi analizados en vida comercial, aunque la
evidencia estadistica no fue suficiente para demostrar la superioridad de este
tratamiento. La deteccion de estas diferencias entre tratamientos y el control
posiblemente se hubiera logrado si el contenido de AA se hubiese determinado
mediante alguna técnica analitica de mayor precision respecto a la colorimétrica
utilizada en este trabajo de Tesis. Esta tendencia general que presentan los frutos
tratados con KPhi a tener mayor contenido de AA en el pericarpio externo del fruto de
kiwi deberia ser estudiado mas produndamente en futuras investigaciones.

Dos formas quimicas tienen actividad biolégica como vitamina C: el acido ascérbico
y su forma oxidada (acido dehidroascérbico). Entre el 84 y 92% de la vitamina C
contenida en el fruto de kiwi se encuentra en su forma reducida (acido ascorbico)
(Agar et al., 1999; Nishiyama et al., 2004). El 4cido ascorbico esta involucrado en los

procesos de fotosintesis, division y expansion celular (Smirnoff, 1996), siendo esencial
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para el crecimiento y desarrollo y para el mantenimiento de la actividad metabdlica de
la célula (Foyer et al., 2019).

Mientras el fruto se encuentra en la planta, parte del ascérbico es importado a partir
de las hojas, pero en el kiwi se ha comprobado que la sintesis también ocurre en el
fruto, fundamentalmente durante los estadios tempranos de crecimiento (Bulley et al.,
2009; Li et al., 2010) y posiblemente permanezca activa aun durante el
almacenamiento del fruto. Se han propuesto varias vias de sintesis de &cido
ascorbico, todas teniendo a la glucosa como precursor. La mas importante es la
llamada ruta de Smirnoff-Wheeler o de la D-mannosa/L-galactosa. La sintesis esta
regulada en el kiwi a nivel de transcriptos por la enzima GDP-galactosa fosforilasa
(GGP) (Bulley et al., 2009).

El aumento de los niveles de ascoérbico en los frutos puede estar dado por una
mayor sintesis y/o por un mayor reciclado de las formas oxidadas a las reducidas
(ciclo de ascorbato-glutation). Jiang et al. (2018) han demostrado que el elevado
contenido de acido ascorbico caracteristico en el fruto de kiwi Actinidia eriantha cv
‘White’, aun durante la poscosecha, es debido fundamentalmente a la sintesis
mediante la ruta de Smirnoff-Wheeler, suplementada por la actividad de la enzima
dehidroascorbato reductasa o ascérbico deshidrogenasa, que interviene en la
reduccion del &cido L-dehidroascorbico a L-ascorbico. Estos autores también
determinaron que el contenido total de vitamina C (L-ascérbico + L-dehidroascoérbico)
se mantuvo en los frutos durante la poscosecha, con aumentos del L-ascorbico y
concomitante disminucion de su forma oxidada.

Zhang et al. (2018) establecieron que la ruta de sintesis del L-galactosa (ruta de
Smirnoff-Wheeler) y el ciclo de reciclado ascorbato-glutation fueron los responsables
de la acumulacion de &cido ascorbico en frutos de kiwi A. chinensis var. chinensis
‘Hongyang’. Probablemente, el aumento en el contenido de ascorbico observado en
este trabajo de Tesis en los frutos de kiwi cv. ‘Hayward’ tratados con KPhi podria
deberse a la mayor expresién de genes vinculados con estas rutas de sintesis o de
reciclado.

Otra funcion del acido ascorbico es la de mantener el potencial redox de la célula,
secuestrando EROs producto de la fotosintesis y de la respiracion. El &cido ascorbico
reduce el H,O, a H,O, proceso que en el que interviene la enzima ascorbato
peroxidasa (Taiz y Zieger, 2002). Como ya se ha discutido en el Capitulo 2, el estado
redox del apoplasto interviene en el conjunto de sefiales que disparan los procesos de

senescencia, defensa y respuestas a estrés. El ascorbico es el antioxidante mas
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abundante en el apoplasto, por lo que un mayor contenido, mejoraria la homeostasis y
aumentaria la tolerancia al estrés, tanto biotico como abidtico.

En un trabajo reciente, Feldman et al. (2020) demostraron que el tratamiento con
KPhi en papa promovio la expresion de genes relacionados con las enzimas del ciclo
ascorbato-glutation que intervienen aliviando el estrés oxidativo. Estos autores
sugirieron que, al alcanzar un nuevo estado de homeostasis, el Phi activaria diferentes
rutas de sefalizacion de defensa en las plantas tratadas. Ese nuevo estado de
homeostasis, capaz de enfrentar y paliar una situacion de mayor estrés, con aumento
de las EROs, podria vincularse con un aumento del pool de acido ascorbico que
interviene en el ciclo ascorbato-glutation. En ese mismo sentido, Fenech et al. (2019)
propusieron en su revision que el tamafo del pool de acido ascorbico que interviene
en el ciclo ascorbato-glutation de detoxificacion celular tiene alta relacion con el estado
oxidativo.

Si bien no se plante6 como objetivo evaluar la evolucién del contenido de ascorbico
al finalizar del almacenamiento en frio y la vida comercial sino el efecto de los
tratamientos con KPhi, los resultados indican que los niveles de &cido ascérbico
determinados en los frutos en el momento de la cosecha se mantuvieron durante el
almacenamiento. En su experimento, Tavarini et al. (2008) encontraron que la fruta
cosechada con 8,3°Brix, mostré6 una pérdida significativa de ascorbico durante el
almacenamiento refrigerado y observaron un aumento al finalizar la vida comercial (7
dias a 25°C). Por su lado, Ghasemnezhad et al. (2013) cosecharon frutos de kiwi con
diferente estado de madurez y evaluaron el contenido de acido ascorbico al finalizar 4
meses de almacenamiento refrigerado, demostrando que los valores se mantuvieron e
incluso aumentaron cuando los frutos se cosecharon con al menos 7,5 °Brix.
Posiblemente los resultados informados por estos autores se relacionen con una alta
pérdida de peso (alrededor del 5y 6% en 4 meses de almacenamiento a 0°C) y a un
efecto de concentracion del &cido ascérbico como consecuencia de la deshidratacion
del fruto.

En relacién a los resultados de esta Tesis, si bien pudo haber ocurrido cierta
deshidratacion del fruto durante los 4 meses de almacenamiento, las condiciones de
alta humedad relativa en la camara de frio, es decir, un ambiente relacionado con una
baja deshidratacién del fruto, parece indicar que otro factor y no la deshidratacion,
podria ser la causa por la cual no se observé pérdida del contenido de AA en el fruto
almacenado. Similar tendencia fue reportada por Baeza et al. (2018), en Kkiwi

procedente del sudeste de la provincia de Buenos Aires y almacenado por periodos
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prolongados en frio. Estos autores expresaron los resultados de AA en base al peso
seco del fruto, lo que confirma que el contenido de AA en el fruto se mantiene durante
la poscosecha. Todos estos antecedentes muestran que ciertas caracteristicas
particulares del fruto, posiblemente relacionadas con la alta acidez de los tejidos,
podrian otorgarle al AA una alta estabilidad en este fruto (Lee y Kader, 2000).

La aplicacion de KPhi durante el desarrollo del fruto (KPhigy) y en menor medida, el
tratamiento combinado (KPhipri+er), promovieron un aumento en el contenido de
fenoles totales en la cosecha del afio 2015, resultando ademas mayor el contenido
respecto al control al finalizar la vida comercial en ambas temporadas (afios 2014 y
2015). Similar tendencia se observé en la tercera temporada, en la que el tratamiento
precosecha promovié un aumento en el contenido de fenoles totales respecto al
control. La falta de evidencia estadistica para determinar diferencias debidas a los
tratamientos en el afio 2016 posiblemente se deba al grado de precision que tiene la
metodologia utilizada y también a la variabilidad existente entre frutos de un mismo
tratamiento.

Como ya se ha mencionado, los elicitores son sustancias que estimulan respuestas
similares a las producidas por diferentes tipos de estrés. El Phi ha sido considerado
por Gorelick y Bernstein (2014) como un elicitor del tipo abidtico, cuya aplicacion
apunta esencialmente a reducir la severidad de las enfermedades que afectan los
cultivos. En su revisién, Baenas et al. (2014) presentaron una mirada diferente del uso
de elicitores, planteando que pueden ser utilizados como una estrategia para aumentar
el contenido de compuestos con valor nutricional.

En los trabajos cientificos, la investigacion del efecto de la aplicacion de Phi en
plantas esta orientada en su gran mayoria a estudiar las respuestas de defensa, con
menor atenciéon al aumento de metabolitos de interés para el consumo humano
relacionados con la salud, entre ellos los polifenoles. No obstante, en los dltimos afios
se ha prestado mayor atencién a este aspecto, por la importancia creciente que tiene
la incorporacion de compuestos antioxidantes a la dieta humana y sus efectos
benéficos en la salud.

Achary et al. (2017) y Trejo-Téllez y Gémez-Merino (2018) en sus revisiones
mencionaron algunos antecedentes que demuestran que los Phi promueven el
aumento del contenido de acido ascérbico, antocianinas, clorofila y de proteinas, con
respuestas en su mayoria reportadas en papa, citricos, frutila o lechuga, con
induccion de la actividad de enzimas antioxidantes como POD y superoxido dismutasa

(SOD) y mayor sintesis de flavonoides.
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Recientemente, Wu et al. (2019) demostraron a partir de un estudio metabolémico
gue los Phi indujeron un aumento de la concentracion de acido clorogénico y cafeico,
precursores de la sintesis de flavonoides y lignina. En su trabajo Guzzo (2016)
encontré sobreexpresion de genes codificantes que intervienen en la sintesis de
flavonoides por efecto del asperjado de Phi en hojas de papa. Anteriormente, Burra et
al. (2014) habian reportado que los transcriptos que codifican a la enzima PAL, clave
en la ruta de sintesis de compuestos fendlicos, habian sido inducidos mas de 10 veces
en hojas de papa tratadas con Phi respecto a controles sin tratar. En el mismo sentido,
un aumento en el contenido de diferentes compuestos fendlicos en plantas de mango
tratadas con Phi para el control del hongo Ceratocystis fimbriata también fue reportado
por Araujo et al. (2015). No obstante, muchos de estos trabajos no reportan los
cambios en el contenido de compuestos nutricionales en los érganos de cosecha
debidos a la aplicacién de Phi.

En este trabajo de Tesis, los resultados muestran que el aumento del contenido de
fenoles totales como respuesta a la aplicacién de KPhi en los frutos de kiwi en el
momento de cosecha o al finalizar el almacenamiento fue dependiente de las
condiciones agroclimaticas de la temporada. El asperjado con KPhi durante el
crecimiento del fruto y, sobre todo en combinacién con la aplicacion en prefloracion,
promovié el aumento de compuestos fendlicos con ciertas condiciones climaticas del
afio 2015. No obstante, este efecto del KPhi fue observado en ambos afios (2014 y
2015) cuando se analizé la fruta al finalizar la vida comercial. Una diferente
acumulacion de fenoles en plantas tratadas con bioestimulantes segun el afio también
ha sido reportada en otras frutas como damasco (Tarantino et al., 2018). Estos autores
sugirieron que las condiciones climaticas pueden predisponer a una mayor o menor
acumulacion de antioxidantes.

Los tratamientos con KPhi no afectaron significativamente el contenido de clorofila
total y carotenoides totales en los frutos a cosecha. El mayor contenido de clorofila en
los frutos KPhig, comparado con el control al finalizar el almacenamiento refrigerado
particularmente en el primer afio, se podria relacionar con una menor degradacion,
asociado a una menor concentracion de etileno en los tejidos del fruto. Esta hip6tesis
surge a partir de la menor produccién de etileno medida en los frutos almacenados por
4 meses e incubados durante 14 dias a 20°C (Figura 15 a y b, Capitulo 1).

En los frutos de A. chinensis var. deliciosa la clorofila queda retenida en los
cloroplastos y no es mayormente degradada durante la maduracion organoléptica, tal

es el caso del cv. ‘Hayward” (Montefiori et al., 2009) que ademas tiene un bajo
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contenido de carotenoides respecto a los frutos de kiwi A. chinensis var. chinensis de
pulpa amarilla. Es posible que por ambas razones el contenido de clorofila y de
carotenoides totales fueron poco afectados por los tratamientos de KPhi en
precosecha y/o poscosecha, durante el almacenamiento en frio y posterior vida
comercial. Asimismo, el andlisis del color de pulpa realizado en este trabajo de Tesis
mediante el indice de color calculado con los parametros de un colorimetro tampoco
mostré diferencias estadisticas entre los tratamientos con KPhi y el control (Tablas 6, 7
y 8, Capitulo 1). Es imporante aclarar que el grado de intensidad de color verde de la
pulpa (pericarpio) de los frutos de kiwi ‘verdes’ (A. chinensis var. deliciosa) no es una
caracteristica considerada en la comercializacién, tanto en la venta mayorista y
minorista, como lo es la firmeza o el contenido de materia seca.

Los métodos utilizados para medir la capacidad antioxidante (DPPH y FRAP) en
general no permitieron detectar diferencias estadisticas debidas a los tratamientos con
KPhi, en ninguno de los tres afios de estudio, a pesar de los aumentos en el contenido
de acido ascérbico y fenoles totales como respuesta a la aplicaciéon de los diferentes
tratamientos. La aplicacion de KPhi durante el desarrollo del fruto (KPhigy) y los
tratamientos combinados (KPhipri+ru Y KPhir-KPhipes) promovieron un aumento del
contenido de uno o ambos de estos compuestos con poder antioxidante,
principalmente en la vida comercial, lo que no pudo ser detectado por estas dos
metodologias utilizadas para estimar la capacidad antioxidante.

Por el método FRAP, se pudo determinar un mayor contenido de antioxidantes en
el 2015 respecto al 2014 posiblemente relacionado con las condiciones agroclimaticas
propias del afio 2015 que propiciaron una mayor acumulacion de antioxidantes. Como
ya se mencion0, las condiciones ambientales del afio pueden afectar la acumulacién
de antioxidantes. Si bien aun esta poco estudiado, la acumulacion de AA en los
6rganos cosechables aumenta con la cantidad e intensidad de radiacién durante el
crecimiento y desarrollo de cultivo (Lee y Kader, 2000). Como el AA se sintetiza a
partir de azucares, todo factor que promueva la fotosintesis posiblemente estimule
también la sintesis de este compuesto. En ese sentido, la fertilizacion mineral
(esencialmente con N, Zn y B) también pueden contribuir con una mayor acumulacion
de acido ascorbico en frutos de kiwi (Vajari et al., 2018).

En un experimento realizado en Nueva Zelanda, se ha demostrado que una mayor
temperatura media (16,0 o 18,6°C respecto a 13,3°C) durante la primavera induce un
aumento del AA en los frutos, mientras que si las temperaturas se elevan durante el

verano y el otofio, ocurre lo contrario (Snelgar et al., 2005). Por otro lado, Lee y Kader
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(2000) reportaron que un exceso de contenido de agua en el suelo (por excesivas
precipitaciones o riego) reduce la concentracion de AA en los frutos. En relacién a los
compuestos fendlicos, Montanaro et al. (2007) han demostrado que el sombreado
afecta su sintesis, por lo que toda practica y manejo de la canopia que mejore la
intercepcion de la radiacion durante las primeras 5 a 6 semanas de crecimiento del
fruto aumentara su acumulacion.

La temperatura media mensual, heliofania media mensual, precipitacion acumulada
mensual de las temporadas 2013-2014 y 2014-2015 se muestran en las Figuras | y Il
del APENDICE. No es posible relacionar alguna de estas variables con las diferencias
entre afios observada para el contenido de acido ascorbico, fenoles totales y
capacidad antioxidante. Posiblemente, varios factores (climaticos y de manejo) hayan
contribuido con las diferencias observadas entre afos, incluyendo diferencias en la
carga frutal relacionada negativamente con el contenido de acido ascoérbico (Thakur y
Chandel, 2004).

Teniendo en cuenta los valores de referencia que figuran en la Tabla 2 de la
INTRODUCCION GENERAL, los resultados del contenido de fenoles totales
reportados en este trabajo de Tesis son similares a los reportados por Park et al.
(2011) y superiores al resto de las referencias. Estas diferencias pueden deberse a la
metodologia de extraccion (a baja temperatura), que reduce la pérdida de &cido
ascorbico y de otros compuestos que, al igual que los polifenoles, son extraidos con
etanol. En ese sentido, cualquier compuesto con actividad antioxidante puede
reaccionar con el reactivo Folin-Ciocalteu, sobrevaluando el resultado. Stratil et al.
(2006) propusieron corregir el valor de la determinacién de fenoles por el método de
Folin-Ciocalteu, midiendo concentraciones conocidas de ascérbico para sustraer el
resultado en muestras de matrices con alto contenido de vitamina C.

Cuando se evaluaron las correlaciones entre los valores de CA (por el método de
DPPH y FRAP) y el contenido de AA para el conjunto de datos del 2014 y 2015, sin
discriminar los tratamientos, se encontraron que fueron significativas (p < 0,0001), con
coeficientes de Pearson de 0,46 y 0,52, respectivamente. Para la relacién entre la CA
y el contenido de fenoles, los coeficientes de Pearson fueron 0,60 y 0,46 (para CApppH
y CArrap, respectivamente). Aunque la correlacioén entre la CApepn Y €l contenido de
AA en el pool de datos fue significativa, cuando se analizé dicha correlacion en el set
de datos de cada tratamiento (n=18), soOlo resultd significativa para el tratamiento

KPhir. Esto explica también la falta de deteccion de diferencias estadisticas entre
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tratamientos para CApern cuando si las hubo para AA, indicando que otros
compuestos ademas del AA 'y de los fenoles son capaces de reaccionar con el DPPH.
En la matriz estudiada (pericarpio externo del fruto de kiwi), la capacidad
antioxidante medida por el método FRAP estuvo correlacionada significativamente con
el contenido de fenoles, y en mayor medida en los tratamientos con KPhi (datos no
mostrados). En la Figura 32 se muestran los graficos con los valores utilizados para

estimar las correlaciones con el conjunto de datos de los afios 2014 y 2015.
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Figura 32. Correlaciones entre CA por el método de DPPH y FRAP y el contenido de
fenoles o de &cido ascorbico (2014 y 2015). Los puntos corresponden a todos los
tratamientos y momentos de evaluacion (cosecha, salida de frio, vida comercial).

La medicion de fenoles totales utilizando el reactivo Folin-Ciocalteu puede resultar
en una sobrestimacion del valor total debido a la presencia de un alto contenido de AA
en el extracto, dado que este 4cido tiene la capacidad de reducir al reactivo de Folin-
Ciocalteu. No obstante, la mayor contribucion al aumento de la capacidad antioxidante
en los frutos tratados con KPhi posiblemente esté dado por el aumento del contenido

de fenoles totales, debido a que tienen mayor poder antioxidante respecto al AA
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(Stratil et al., 2006), mas alla que la contribucion de los polifenoles y del ascérbico a la
capacidad antioxidante estd relacionado con el extractante (Jiao et al., 2018) y la
metodologia utilizada.

Ambos métodos de medicién de capacidad antioxidante (DPPH y FRAP) evaltan la
capacidad como reductores de los compuestos presentes en la muestra (acido
ascorbico, fenoles, otros antioxidantes). Por tanto, los resultados indican la capacidad
reductora de los compuestos extraidos con etanol de los tejidos del pericarpio del fruto
de kiwi y sus cambios debidos a los tratamientos, pero no evalia el poder de
secuestro real (o el mecanismo de secuestro real) de EROs presentes en los tejidos
biologicos (Benzie y Strain, 1999).

El kiwi es un fruto con alto contenido de acido ascorbico pero tiene una
relativamente baja concentracion de fenoles respecto a otros (Latocha et al., 2010).
Promover el aumento a través de la aplicacion de Phi u otros elicitores puede ser una
estrategia interesante para aumentar su valor nutricional, ademas de mantener la
firmeza y mejorar su respuesta de defensa ante el ataque de patdgenos, lo cual fue

desarrollado en los Capitulos 1y 2, respectivamente.
5. CONCLUSIONES.

Hay evidencias para rechazar parcialmente la hipotesis que sostenia que el fosfito
de potasio induce la produccion de 4cido ascoérbico, carotenos y compuestos fenélicos
en frutos de kiwi, aumentando el valor nutracéutico del producto.

La aplicacién de fosfito tanto en precosecha como en poscosecha promovio el
aumento de acido ascorbico, compuestos fendlicos y carotenoides totales, aunque
estos ultimos so6lo aumentaron al finalizar el almacenamiento en frio. El aumento en el
contenido de estos compuestos debido a los tratamientos con Phi se relaciona con un
mayor valor nutracéutico del producto.

Hay evidencias para rechazar parcialmente la hipétesis que sostenia que las
aplicaciones de fosfito durante el crecimiento del fruto producen una mejora de las
caracteristicas sensoriales y nutracéuticas.

El asperjado de KPhi durante el crecimiento del fruto (KPhig) fue el tratamiento que
mostr6 mayor respuesta sobre la mayoria de los compuestos medidos con
propiedades antioxidantes, mejorando la calidad nutracéutica, sin afectar la calidad

sensorial del producto almacenado.
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3. CONCLUSIONES GENERALES.

En Argentina, el sudeste de la provincia de Buenos Aires concentra la produccion
nacional de kiwi (Actinidia chinensis var. deliciosa cv. ‘Hayward’), cuya
comercializacion es dirigida principalmente al mercado interno desde mayo a
diciembre. Para ello, un importante volumen se almacena en camaras de frio para
retrasar el ablandamiento y reducir las pérdidas por sobremadurez y por
podredumbres. Las pudriciones son causadas principalmente por Botrytis cinerea y se
desarrollan a partir de infecciones latentes que vienen del campo, sumado a
infecciones secundarias de frutos que se encuentran contiguos a uno enfermo
mientras se encuentran en el interior de la camara de frio.

Los fosfitos son compuestos inorganicos, de bajo impacto ambiental, con actividad
bioestimulante por sus demostradas respuestas de induccion de defensa en las
plantas. En los ultimos afios ha surgido interés por evaluar la respuesta a la aplicacion
de fosfitos como estrategia para el control de enfermedades en diferentes cultivos,
pero los antecedentes en frutales son muy escasos.

Los experimentos realizados en este trabajo de Tesis durante tres temporadas de
cosecha permitieron evaluar el efecto de la aplicacion de fosfito de potasio por
asperjado de las plantas (precosecha) y/o por inmersion de los frutos (poscosecha),
sobre tres aspectos importantes: la maduracion organoléptica del fruto, su tolerancia al
desarrollo de podredumbre gris y su valor nutricional.

El fosfito de potasio, aplicado durante el crecimiento del fruto o en poscosecha,
retrasé el ablandamiento del fruto de kiwi al finalizar el almacenamiento refrigerado y la
vida comercial, sin afectar otros indices de madurez o la calidad sensorial del
producto. Esta respuesta estaria asociada a la menor produccién de etileno en los
frutos por efecto del fosfito y también podria deberse a un reforzamiento de las
paredes celulares. El tratamiento con fosfito también redujo la tasa respiratoria del
fruto de kiwi, lo cual es muy importante porque es una de las causas de deterioro y
senescencia e implica un menor metabolismo y menor pérdida de peso.

En relacion al desarrollo de podredumbre gris causado por B. cinerea, la aplicacion
de fosfito resulté efectiva tanto en precosecha como en poscosecha, reduciendo la
severidad de la enfermedad. Entre los tratamientos precosecha, el asperjado de las
plantas durante el desarrollo del fruto mostré un buen control durante los tres afios de
investigacion. En este patosistema A. chinensis - B. cinerea, la menor produccién de

etileno contribuyd con un menor desarrollo de la enfermedad. El reforzamiento de las
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células del pericarpio externo con aumento del contenido de lignina en el tejido, junto
con el aumento de compuestos fendlicos, fueron parte de las respuestas de defensa
inducida por el fosfito.

La aplicacion de fosfito, tanto en precosecha como en poscosecha, promovié un
aumento en el contenido de acido ascérbico y compuestos fendlicos en los frutos de
kiwi, mejorando su valor nutricional.

Si bien la inmersion de los frutos en una solucion de fosfito de potasio mostré su
eficacia en los aspectos estudiados, del mismo modo que los tratamientos precosecha,
su aplicacién en la industria del kiwi resultaria dificultosa, ya que implica el agregado
de procesos (inmersién y secado) en la planta de empaque.

El asperjado de las plantas con fosfito de potasio durante el crecimiento del fruto
fue el tratamiento mas efectivo, al mantener la firmeza de la fruta, reducir la
susceptibilidad al desarrollo de podredumbre gris y aumentar el contenido de
compuestos con valor nutricional. Este tratamiento precosecha podria ser incluido
entre las practicas agronémicas de produccidén convencional de kiwi, para proteger al
cultivo y mejorar el comportamiento del fruto durante el almacenamiento en frio y vida
comercial.

Este trabajo de Tesis demuestra por primera vez que el fosfito es capaz de inhibir la
produccion de etileno y la tasa respiratoria e inducir la sintesis de lignina en el
pericarpio del fruto en frutos tratados. Esto implica un aporte al conocimiento y a su
vez, deja planteado nuevos interrogantes relacionados con las dosis de fosfito mas
efectivas, efecto de aplicaciones previas a la cosecha, comportamiento de otros

cultivares de kiwi, entre otros.
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APENDICE

e Medio Agar Papa Dextrosa (APD):
- 1000 ml de agua destilada

- 20 g de Dextrosa

- 200 g de papa

- 20 g Agar

e Medio Agar Extracto de Malta (MEA):
- 1000 mL agua destilada

- 20 g Extracto de malta

- 20 g glucosa

- 1g Peptona

- 20 g Agar
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Figura I. Condiciones de temperatura maxima y minima media mensual y temperatura
media mensual (°C) desde noviembre a abril en las temporadas de cosecha 2014,
2015 y 2016. Datos meteorolégicos proporcionados por INTA Balcarce.
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Figura IV. Condiciones de temperatura maxima, minima y media diaria (°C) desde

comienzos de febrero a fin de abril, en las temporadas de cosecha 2014 y 2015.
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Figura VI. Equipo espectrofotdmetro de microplaca Epoch



	1. INTRODUCCIÓN GENERAL
	1.1. Clasificación botánica, características de la planta y del cv. ‘Hayward’.
	1.2. Producción mundial de kiwi.
	1.3. Producción nacional, abastecimiento del mercado interno.
	1.4. Crecimiento y maduración organoléptica de los frutos de kiwi.
	1.4.1. Índices de cosecha y de calidad.
	1.4.2. Ablandamiento y mecanismos involucrados.
	1.5. Enfermedades que afectan los frutos de kiwi y la importancia de Botrytis cinerea como agente causal de pérdidas.
	1.5.1.  Botrytis spp: características del hongo, síntomas, signos y ciclo de la enfermedad.
	1.5.2. Estrategias de control de la podredumbre gris.
	1.6. ¿Qué son y cómo actúan los fosfitos?.
	1.6.1. Los fosfitos y su efecto bioestimulante en especies frutihortícolas.
	1.6.2. Los fosfitos como estrategia para inducir resistencia en las plantas.
	1.7. El rol del etileno en el proceso de ablandamiento y en el desarrollo de las    podredumbres.
	1.8. El reforzamiento de la pared celular y la importancia de los fenoles en la defensa.
	1.9. El fruto de kiwi como fuente de compuestos nutricionales.
	1.9.1. Composición y contenido de compuestos antioxidantes en el fruto de kiwi.
	1.9.1.1. Compuestos fenólicos.
	1.9.1.2. Vitaminas.
	1.9.1.3. Carotenos y clorofila.
	1.9.2.  Inducción de síntesis de compuestos antioxidantes.
	1.10. Hipótesis, objetivos generales y específicos.

	2. CAPITULO 1: EFECTO DE LA APLICACIÓN DE FOSFITO DE POTASIO SOBRE LOS ÍNDICES DE MADURACIÓN, LA CALIDAD FÍSICO-QUÍMICA Y SENSORIAL DEL FRUTO A COSECHA Y DESPUÉS DEL ALMACENAMIENTO EN FRIO.
	1. INTRODUCCIÓN.
	2. MATERIALES Y MÉTODOS.
	2.1. Condiciones de cultivo y descripción de los tratamientos.
	2.2. Cosecha, acondicionamiento y condiciones de almacenamiento.
	2.3. Metodología de medición de los índices de madurez y de calidad.
	2.3.1. Medición de color de la pulpa (pericarpio externo).
	2.3.2. Firmeza de la pulpa (pericarpio externo).
	2.3.3. Contenido de materia seca.
	2.3.4. Contenido de sólidos solubles totales (SST) y acidez titulable (AT).
	2.3.5. Medición de la producción de etileno y tasa respiratoria.
	2.4. Metodología para el análisis sensorial.
	2.5. Diseño estadístico y análisis de los datos.
	3. RESULTADOS.
	3.1. Índices de madurez y de calidad al momento de cosecha.
	3.2. Índices de madurez al finalizar el almacenamiento refrigerado y en vida comercial.
	3.3. Producción de etileno y tasa respiratoria.
	3.4. Evaluación sensorial.
	4. DISCUSIÓN.
	5. CONCLUSIONES.

	CAPITULO 2: EFECTO DE LA APLICACIÓN DE FOSFITO DE POTASIO SOBRE EL DESARROLLO DE BOTRYTIS EN FRUTOS ALMACENADOS EN FRÍO.
	1. INTRODUCCIÓN.
	2. MATERIALES Y MÉTODOS.
	2.1. Condiciones de cultivo y descripción de los tratamientos.
	2.2. Cosecha, acondicionamiento y condiciones de almacenamiento.
	2.3. Obtención del aislamiento, identificación, preparación del inóculo.
	2.4. Inoculación de los frutos con B. cinerea.
	2.5. Estimación de incidencia y severidad.
	2.6. Medición del espesor de la piel de los frutos de kiwi.
	2.7. Medición de contenido de pared celular y de lignina en el pericarpio externo (reforzamiento del tejido).
	2.8. Diseño experimental y análisis estadístico de los datos.
	3. RESULTADOS.
	3.1. Incidencia y severidad.
	3.2. Cambios en el espesor de la piel de los frutos.
	3.3. Cambios en el contenido de pared celular y lignina en el pericarpio externo.
	4. DISCUSIÓN.
	5. CONCLUSIONES.

	CAPÍTULO 3: EFECTO DE LA APLICACIÓN DE FOSFITO DE POTASIO SOBRE EL CONTENIDO DE COMPUESTOS ANTIOXIDANTES EN EL FRUTO A COSECHA Y DESPUÉS DEL ALMACENAMIENTO EN FRÍO.
	1. INTRODUCCIÓN.
	2. MATERIALES Y MÉTODOS.
	2.1. Condiciones de cultivo y descripción de los tratamientos.
	2.2. Cosecha, acondicionamiento y condiciones de almacenamiento.
	2.3. Determinación de la calidad nutricional.
	2.3.1. Extracción y determinación del contenido de ácido ascórbico.
	2.3.2. Determinación capacidad antioxidante por diferentes métodos.
	2.3.2.1. Obtención de los extractos.
	2.3.2.2. Medición por el método del DPPH (radical libre 2,2 difenil-1-picrilhidrazilo).
	2.3.2.3. Medición por el método FRAP (Ferric reducing ability of plasma).
	2.3.3. Determinación de los fenoles totales.
	2.3.4. Determinación del contenido de flavonoides.
	2.3.5. Extracción y determinación del contenido de clorofila (a y b) y carotenoides totales.
	2.4. Diseño experimental y análisis estadístico de los datos.
	3. RESULTADOS.
	3.1. Al momento de la cosecha.
	3.2. Al finalizar el almacenamiento refrigerado.
	3.3. Al finalizar la vida comercial.
	4. DISCUSIÓN.
	5. CONCLUSIONES.

	3. CONCLUSIONES GENERALES.
	4. BIBLIOGRAFÍA.
	APÉNDICE
	Figura I. Condiciones de temperatura máxima y mínima media mensual y temperatura media mensual ( C) desde noviembre a abril en las temporadas de cosecha 2014, 2015 y 2016. Datos meteorológicos proporcionados por INTA Balcarce.
	Figura II. Precipitación acumulada mensual (mm) y heliofanía relativa media mensual (%), desde noviembre a abril en las temporadas de cosecha 2014, 2015 y 2016. Datos meteorológicos proporcionados por INTA Balcarce.
	Figura III. Condiciones de temperatura máxima, mínima y media diaria ( C) desde comienzos de noviembre a fin de enero, en las temporadas de cosecha 2014 y 2015.
	Figura IV. Condiciones de temperatura máxima, mínima y media diaria ( C) desde comienzos de febrero a fin de abril, en las temporadas de cosecha 2014 y 2015.
	Figura V. Temperatura máxima diaria ( C) en el mes de febrero (a), marzo (b), abril (c) y temperatura mínima diaria en febrero (d), marzo (e) y abril (f).
	Figura VI. Equipo espectrofotómetro de microplaca Epoch


