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RESUMEN
En un periodo de aproximadamente 6 meses se recolectaron frutas de papaya

hibrido Pococi de plantaciones ubicadas en la zona de Guacimo, en las cuales se
identificaron 7 sintomas distintos de antracnosis, a partir de los cuales se
obtuvieron aislamientos en medio de cultivo PDA, luego fueron separados en tres
grupos por similitudes en sintomatologia y morfologia de colonia. Los aislamientos
DE cada sintoma se identificaron mediante la secuenciacion de la regién
espaciadora interna transcrita del ADN ribosomal, correspondiendo a 3 especies
del género Colfletotfrichum:. C. gloeosporioides, C. magna y C. capsici. La
identificacion de las especies fue confirmada con imprimadores taxén especifico
para C. gloeosporioides y C. magna respectivamente. Estas especies en condicién
in vitro, presentaron diferencias ante la presencia de diferentes fungicidas,
obteniéndose |la mayor sensibilidad al fungicida procloraz con una CEsq en la
evaluacion de diametro de colonia de 0,190, 0,288, 0,288 mg/L para las especies
C. gloeosporioides, C. magna y C. capsici respectivamente, seguidamente por el
pyraclostrobin con CEsg de 0,084, 0,422 y 5,436 mg/L y por uitimo el fludioxonil
con CEso de 1,02, 0,716 y 0,288 mg/L. Sin embargo, para ia evaluacién de
germinacion de esporas las CEsg, por las concentraciones evaluadas, no fue
posible determinarse, pero los resultados obtenidos sugieren que son menores a
0,1 mg/L. En la evaluacion de los fungicidas, en la fruta de papaya tratada con
procloraz, presento la menor incidencia y severidad de antracnosis en fruto. Por el
contrario, la mayor incidencia y severidad se obtuvo con el fungicida pyrimethanil
en las dos concentraciones evaluadas. Para el control de pudricion peduncular no
se obtuvieron diferencias significativas, no obstante se observd una tendencia de
menor incidencia en los tratamientos con  procloraz. Los tratamientos evaluados
no presentaron influencia sobre los parametros de calidad, ni manchas, ni
fitotoxicidad.



INTRODUCCION
En los Gltimos afios, el cultivo de papaya en Costa Rica ha tenido un crecimiento

acelerado principalmente a partir del 2006, con la introduccién del hibrido “Pococi”
que ha tenido una buena aceptacion tanto en el mercado nacional, como en el
internacional. Para el 2009, las exportaciones fueron de 1217.3 toneladas,
equivalentes a US$807 mil, y ya para el 2013, llegé alcanzar las 3775,9 toneladas,
para un equivalente de US$ 29627 rﬁil (PROCOMER, 2014). Sin embargo, el
cultive de papaya asi como muchas otras frutas tropicales, es susceptible a
enfermedades poscosecha, entre ellas la antracnosis es la principal enfermedad y
causa perdidas en papaya, hasta de un 62% en la vida anaquel {Capellini ef al.,
1988).

La antracnosis es causada por el hongo Colletotrichum gloeosporioides (Duran y
Mora, 1987) que infecta la fruta de papaya desde el campo, durante la floracion y
se mantiene latente durante el llenado de la fruta, y es hasta en el momento que
empieza el proceso de maduracién que se observan los sintomas (Dickman y
Alvarez, 1983). Para contrarrestar las pérdidas por antracnosis, se ha utilizado el
tratamiento quimico con fungicidas benzimidazoles en el campo (Solano y Arauz,

1995) e imidazoles como el procloraz en poscosecha.

Sin embargo, el uso intensivo y prolongado de estos fungicidas, ha originado la
perdida de sensibilidad de C. gloecsporioides a estos productos. Adicionalmente el
aumento en las exigencias del mercado internacional, sobre los limites residuales
de productos quimicos en fruta fresca, reducen las opciones para el combate de la
enfermedad, por lo que es importante estudiar productos quimicos relativamente
nuevos alternativos al procloraz, que controlen la antracnosis, que sean eficaces y
se ajusten a las exigencias del mercado internacional.

1.1 Objetivo general
Evaluar alternativas al fungicida procloraz para el control de antracnosis

(Colletotrichum spp.) en papaya (Carica papaya) hibrido Pococi, durante el

periodo poscosecha.



1.2 Objetivos especificos
» lIdentificar mediante técnicas moleculares, las especies del género

Colletotrichum, causantes de diferentes sintomas de antrachosis en frutas
provenientes de plantaciones comerciales y silvestres de papaya.

o Determinar la sensibilidad in vitro de las especies del género
Colletotrichum, previamente identificadas a nivel de especie por técnicas
molecuiares, a los fungicidas pirimethanil, fludioxonil, azoxystrobin,
pyraclostrobin y trifloxystrobin.

» Evaluar alternativas quimicas al procloraz en poscosecha de papaya y su

efecto sobre los parametros de calidad.

2. REVISION LITERARIA
La antracnosis es la enfermedad mas importante y la que mas dafio causa en la

vida poscosecha de frutas frescas en los trdpicos y subtrépicos, como el mango y

ta papaya (Bailey y Jeger, 1992).

2.1 Etiologia
El principal agente causal de la antracnosis en papaya es Colletoirichum

gloeosporioides, que es la fase reproductiva asexual de Glomerella cingulata,
perteneciente al orden Phyllachorales (Rodriguez et al, 2009), “e/ cual se
caracteriza por la produccion de esporas asexuales o conidios en un acérvulo
formado de hifas, que se localiza por debajo de la epidermis o cuticula del tejido
infectada” (Agrios 2005; Manners citado por Baquero, 2000).

2.2 Epidemiologia
La infeccion se da en varias fases, que incluye la germinacion de la espora en

presencia de agua, el desarrollo de un tubo germinativo, formacion de los
apresorios y la penetracion del tejido (Barquero, 2000), donde puede permanecer
en un periodo de latencia, hasta que por efectos quimicos por parte del fruto,
como la produccion de etileno (Rodriguez, et al., 2009) y cambios de pH en el
ambiente celular a inicios de la maduracidn (Miyara et af., 2010), “se da un

crecimiento micelial y esporulacion durante el desarrolio de la colonia” (Tong y
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Ooi-choi, 1989 citado por Barquero, 2000), que es cuando se observa las lesiones

en el fruto.

2.3 Sintomatologia
Los sintomas iniciales de la antracnosis en papaya son descritos como "lesiones

circulares, hundidas, blandas y limitadas con un halo café claro, y traslicido, que
se desarrolia en la epidermis de la frufa, que va incrementando en tamafio, hasta
observarse lesiones himedas con colonias de esporas de cofor naranja o rosado,
en la parte central de la lesién” (Alvarez y Nishijima, 1987 citado por Citrali et al.,
2005).

Duran y Mora (1987), caracterizaron diferentes sintomatologias de la antracnosis
en Costa Rica, en papaya proveniente de Caflas, Guanacaste. Sefialan que la
mayoria de las lesiones iniciales como superficiales y con bordes definidos como
manchas de color rojizo, y en algunos casos, se observan exudados de latex. Al
avanzar las lesiones se notan diferencias en la profundidad y en el color, que
puede abarcar diferentes tonos del café en la totalidad de la lesién, o solo un
oscurecimiento en el centro de la misma que pueden llegar a ser negro, algunas
tienen un halo de color café mientras que otras no la presentan. La consistencia
de la lesion también puede variar, algunas de consistencia seca y dura, mientras
que ofras son suaves y humedas. También, observaron diferencias en la
esporulacion de las lesiones aguellas que se mantienen de forma individual y de
mayor tamafio producen una gran cantidad de acérvulos de color rosado o

anaranjado.

La variabilidad observada en la sintomatologia de antracnosis en frutas de
papaya, ha sido atribuida tanto a diferentes especies del género Colfetotrichum
spp. identificadas (Simmonds, 1965) como a la variabilidad genética del
hospedante (Duran y Mora, 1987).



2.4 Identificacion de especies del género Colletotrichum spp.
La identificacion de especies del género Colletotrichum spp. como agentes

causales de la antracnosis en papaya, usualmente se ha realizado con base en
caracteristicas morfologicas como el tamario y el color de las colonia, la forma de
acérvulos y conidios producidos, la presencia o ausencia de setas y/o por la
especificidad con el hospedante (C. capsici en chile), ademas de ia prueba de
sensibilidad al benorhil, que ha demostrado ser una prueba para la separacion de
especies (Torres et al,, 2013). Sin embargo, las caracteristicas morfologicas son
muy variables y depende mucho de Ias condiciones en ias que se mantengan los
aislamientos, ademas, la extensiva gama de hospedantes y |a variabilidad de la
patogenicidad de las especies complican ia identificacion certera de las especies
de este género (Cai et al,, 2009 y Rampersad, 2011).

Debido a esta complejidad con base a caracteres morfologicos, en los Uitimos
afos se han adicionado analisis de datos de secuencia de acidos nucleicos, por
medio de la utilizacion de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en 6
regiones o genes. Estos genes son; "el espaciador interno transcrito de la regién
del ADNr nuclear (ITS), actina parcial (ACT), B-tubulina (TUB2), calmodulina
(CAL), glutamina sintetasa (GS) y el gliceraldehido-3-fosfato deshidrogenasa
(GPDH)". (Cai et al.,, 2009).

Este analisis de secuencias de diferentes regiones del ADN, ha generado la
inclusion de nuevas especies del género Colletotrichum, como los trabajos de
Tapia et al. (2008) en México y Nascimento et al. (2010) en Brasil, que reportaron
a Colletotrichum capsici y Cofletotrichum magna respectivamente, como agentes
causales de antracnosis en papaya.

2.5 Combate quimico
El medio de combate mas utilizado para ia antracnosis es el uso de fungicidas,

del tipo protectante y sistémico, como los pertenecientes al grupo de los
benzimidazoles, para los cuales desde 1994 en Costa Rica, Astia et al. (1994) y
Sanders et al. (2000), informaron una disminucién de sensibilidad del hongo al
tiabendazol.



Actualmente y con base al mercado de destino de los frutos, uno de los
tratamientos poscosecha empleados para el combate de la antracnosis en papaya
es el procloraz, que es un “fungicida no sistémico perteneciente al grupo de los
imidazoles, que inhibe la biosintesis del ergosterol, con propiedades de contacto y
translaminar, con actividad protectante y erradicante, para el control de
ascomicetes y hongos imperfectos” (FAQ, 2009). Sin embargo, en estudios
realizados por Madrigal {(1997) demostraron una alta variabilidad en la sensibilidad
de C. gloeosporioides al procloraz, proveniente de los cultivos de mango y papaya.

Los aislamientos de papaya fueron menos sensibles al fungicida.

La generacion de nuevas moléculas, posibilita la busqueda de alternativas a este
fungicida que tiene varias décadas de utilizarse, como los fungicidas del grupo de
las estrobilurinas, “que inhiben la respiracion mitocondrial blogueando la
fransferencia de electrones, entre el citocromo b y el citocromo c¢” (FAQ, 2009),
“impidiendo la produccion de ATP y provocando una disminucién de energia en la
fas ceélulas del hongo" (Barlett, et af,, 2002, mencionado por Lopez, 2010). Sin
embargo, las estrobilurinas tienen la desventaja que presentan moderado riesgo
de resistencia segun Brent y Hollomon (1998).

Entre los fungicidas del grupo de las estrobilurinas se encuentra el azoxystrobin
que “inhibe la germinacion de esporas y el crecimiento micelial, con propiedades
sistémicas y translaminares” (Fernandez et al., 2008 y Hamdy, 2007, mencionados
por Lopez, 2010). En estudios realizados por Sundradavana (2007), se obtuvo una
inhibicién total del crecimiento de micelio de C. gloeosporioides aislado de mango
y el combate de la enfermedad en campo. Gutiérrez et al. (2003) por su parte,
observaron hasta un 96% de disminucion de las pudriciones en poscosecha con
este fungicida. Otro fungicida que forma parte de este grupo es el trifloxystrobin,
que ha sido eficiente en el combate de sigatoka en platano (Chin et al., 2001,
mencionado por Lopez, 2010), mildit y oidio de la vid (Miller y Gluber, 2004;
Moshe, 2001, citados por Lopez, 2010) y C. gloeosporicides aislado de papaya
(Santamaria ef al, 2011), asi como el pyraclostrobin para el combate de

antracnosis en fresa poscosecha (Turechek ef af, 20086, citados por Lopez, 2010).



Un fungicida relativamente nuevo es el fludioxonil, “perteneciente al grupo de los
fenilpirroles, que inhibe la histidina quinasa” (Serey et al, 2007), “su accion
bioquimica esta ligada a los procesos de intercambio celular dependientes de la
membrana, perturbando el intercambio de materiales y bloqueando el crecimiento
de fas células del hongo, por una estimulacion en exceso de la sintesis de glicerol,
que es un compuesto que regula la presion osmodtica intercelular” (Vademecum
2008), por lo que “inhibe la germinacién de esporas-y tubo germinativo y el
crecimiento micelial’ (Rosslenbroich, 2000, citado por Kanetis et al. (2007). Xiao y
Boal (2009) obtuvieron buenos resultados con la actividad residual de fludioxonil
para el combate de Penicillium expansum en manzana y Kanetis et al. (2007) para

Penicillium digitatum en citricos por aplicaciones poscosecha.

Otro fungicida reciente, que se utiliza para el combate de enfermedades
poscosecha es el pyrimethanil, que pertenece al grupo de los anilinopirimidina
(Kanetis et al, 2007), “el cual induce una reduccién de los niveles de enzimas
hidroliticas, impidiendo la secrecién de proteinas por parte del patégeno en el
proceso de infeccién, e inhibe la elongacion del tubo germinativo y el crecimiento
micelial’” (Milling et al., (1996) mencionados por Diaz et al, 2007).

Para determinar la sensibilidad de los hongos a los fungicidas se realizan
técnicas como a) la germinacién de esporas en agar + fungicida, b) el recuento de
conidios germinados en portacbjetos, que consiste en colocar una suspension de
concentracion conocida de conidios en fungicida y colocarla en una camara
humeda por un tiempo determinado, para posteriormente determinar el porcentaje
de germinacion, y ¢} crecimiento micelial en fungicida, que consiste evaluar el
crecimiento del diametro de una colonia en un medio con fungicida y compararla
con el diametro de la colonia de un testigo y con base a esa informacion calcular el

porcentaje de reduccion de crecimiento (Barquero, 2000).

El cambio de sensibilidad por parte de un hongo a un fungicida, se determina por
medio de la creacién de una linea base, que consiste en “obtener informacién o un
punto de referencia de sensibilidad de un individuo o una poblacién en

determinada regién o zona, a una determinada molécula al inicio de su uso que
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permite la posibilidad de moniforear a fravés del tiempo, si hay un cambio”
(Russell, 2004),

3. MATERIALES Y METODOS

3.1 Ubicacion )
El trabajo se realizd en el Laboratorio de Tecnologia Poscosecha del Centro de

Investigaciones Agrondmicas (CIA) de la Universidad de Costa Rica y se
desarrollé en tres fases.

3.2 Fase |. Caracterizacion de la sintomatologia de antracnosis e
identificacion del agente causal a nivel de especie mediante técnicas
moleculares

3.2.1 Caracterizacion de sintomatologia y aislamientos asociados

a) Recoleccion de fruta y caracterizacién de sintomas de antracnosis
Durante un periodo de seis meses, se recolectaron frutos de papaya hibrido

Pococi de plantaciones ubicadas en la zona de Guéacimo. Las frutas fueron
llevadas al Laboratorio de Tecnologia Poscosecha del Centro de Investigaciones
Agronomicas de la Universidad de Costa Rica (CIA-UCR) y se seleccionaron las
frutas que presentaron diferentes sintomas de antracnosis para su caracterizacion.
Para la caracterizacién se utilizaron caracteres como forma, color de la colonia y
esporulacidon, secreciones, cantidad vy distribucion de las estructuras de
reproduccion, y forma de las esporas.

b) Obtencién de aislamientos
Del tejido sintomatico se aislé el microorganismo asociado, para ello se

desinfectd con alcohol al 95% en la superficie de la zona de avance de la lesion y
se realizd un corte con el objetivo de levantar la epidermis de la fruta y tomar
pequefias porciones del tejido afectado de la pulpa. El tejido se colocd en cajas
Petri que contenfan medio de cultivo papa-dextrosa-agar (PDA) + acido lactico y



se almacenaron en una camara de incubacién a una temperatura de 22 +2 °C

aproximadamente, hasta que se observaron estructuras de reproduccion.

¢) Obtencion de aislamientos monoconidiales
Posteriormente se procedidé a obtener aislados monoconidiales a partir de una

suspension madre de conidios, que se preparé colocando aproximadamente 20
mL de agua destilada estéril con una gota de Tween 80 sobre-la superficie de la
colonia del hongo, y se ray6 con la ayuda de un asa las estructuras reproductivas.
Luego la suspension fue filtrada a través de una gasa y recolectada en un beaker
y colocada en un agitador magnético, para homogenizar la suspension de
esporas, para luego tomar un volumen de aproximadamente 0,3 mL y colocarlo
sobre una camara Neubauer para con ayuda del microscopio contar la cantidad de
esporas en la suspensidén madre, y a partir de esta, se tomd una alicuota que
permitio obtener una suspensién con una concentracién de 10000 conidios/mL. De
esta suspension se colocd 0,1 mL sobre un medio de cultivo de PDA+ 4cido
lactico que se distribuyé homogéneamente en la placa, y se incubé por
aproximadamente 24 horas a una temperatura de 22 +2 °C. Con la ayuda de un
estereoscopio se identificaron las esporas con desarrollo del tubo germinativo, las
cuales fueron transferidas con la ayuda de un ansa-espatula, a una nueva placa
con medio de cultivo de PDA para su crecimiento. Luego de aproximadamente una
semana de incubacion a 22 +2 °C, las colonias se enviaron al Laboratorio de
Biotecnologia de Plantas del Centro de Investigaciones Agronémicas (CIA-UCR)
para la identificacidn molecular de las especies de Colletotrichum.

3.2.2. Identificacion de las especies de Collefotrichum spp. a nivel molecular
La extraccion de ADN se realizé segun el método de Rogers y Bendich (1988),

con modificaciones realizadas en el Laboratorio de Biotecnologia de Plantas del
Centro de Investigaciones Agrondmicas.

Posteriormente se realizé la amplificacion mediante PCR (Reaccién en Cadena
de la Polimerasa) de las regién espaciadora interna transcrita del ADN ribosomal
(ITS1-585 e ITS-2) con los iniciadores universales ITS-4 (5-
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TCCTCCGCTTATTGATATGC-3") e ITS-5 (5 -GGAAGTAAAAGTCGTAACAAGG-
3’). El producto de PCR se purificd y se envid a a secuenciar en ambas
direcciones a la compafia Macrogen, Corea del Sur. Con los imprimadores
utilizados para la amplificacion las secuencias obtenidas se analizaron en el
prdgrama BioEdit y se realizd una busqueda en Blastsearch, en la base de datos
del Banco de Genes del National Center for Biotecnology Information (NCBI), USA
(www.ngcbi.nlm.nih.gov).

La identificacion de las especies de Colfetotrichum, asociadas a la antracnosis de
papaya, se confirmd mediante PCR con imprimadores taxdn especifico Cgint: 5°-
GGCCTCCCGCCTCCGGGCGG-3 para la especie C. gloeosporioides (Salazar et
al, 2012) y los imprimadores GmF: 5 -GTGAACATACCTCAAACGTTGCC-3" vy
GmR: 5-GGAGGGTCCGCCACTGTATT TCG-3' para C. magna (Tsay et al,
2010).

La especie C. capsici, no se corrobord por no contarse con imprimadores
especificos para esta especie.

3.2.3. Caracterizacion morfolégica de los aislamientos
Simultaneamente, en el Laboratorio de Tecnologia Poscosecha del Centro de

Investigaciones Agronémicas (CIA-UCR), duplicaciones de las colonias que se
enviaron a identificar por medio de secuenciacion de ADN, se caracterizaron
morfolégicamente. Las variables evaluadas fueron el héabito de crecimiento
(superficial 0 aéreo), coloracion de colonia en la parte aérea y basal, cantidad,
tamafio y distribucion de estructuras de reproduccion, presencia y ausencia de
seias y forma de los conidios. Las colonias que presentaron uno o mas caracteres
en comun, fueron agrupadas para ser comparados con los resultados de la
identificacion por secuenciacién de ADN.

3.2.4. Prueba de patogenicidad
Se recolectaron frutas de papaya en la zona de Guacimo, con un grado 2 de

maduracion, (< 20% de amarillo), segin escala de madurez establecida por



Salazar (2012), las cuales fueron lavadas con agua para eliminar residuos de
fungicidas e impurezas. Posteriormente, la fruta fue desinfectada en agua clorada
100 mg/L durante 30 segundos y se dejo secar. A cada papaya, se le realizaron 6
orificios con un sacabocados de aproximadamente 5 mm de didametro, en cada
uno de los cuales se coloco un disco de & mm de didmetro de medio con
crecimiento de micelio de cada uno de los siete aislamientos previamente
identificados, el tratamiento testigo consistié de un disco que contenia tinicamente
PDA+AL. Las frutas inoculadas se colocaron en camaras himedas por 24 horas a
22 2 °C y a una HR cercana al 100%. Posteriormente, se trasladaron a camaras
con una temperatura de 22 +2°C, durante el resto del ensayo. Se evalué el
diametro de cada lesion a los 4, 8 y 11 dias después de inoculacién. A los 11 dias
se reaislé el patégeno y se identificdé por técnicas moleculares, para constatar que
se recuperaron las especies inoculadas. De los datos obtenidos se realizd
ANDEVA y separacién de medias por medio de Tukey (p <0,05).

3.3 Fase li. Determinacién de sensibilidad de aislamientos de Colletotrichum
a diferentes fungicidas
Para la determinacion de sensibilidad de los diferentes aisiados a fungicidas en

concentraciones crecientes (0, 0,1, 1, 10 y 100 mg/L) se utilizaron dos técnicas de
evaluacion: Diametro de colonia y germinacion de esporas. Los aislamientos
seleccionados para esta prueba fueron los que presentaron el mayor crecimiento
de la lesién en la evaluacién de patogenicidad, los aislamientos T5 y T4 de las
especies de C. gloeosporioides y C. magna respectivamente y un aislamiento en
el caso de C. gloeosporioides silvestre y C. capsici,

3.3.1 Determinaciéon de sensibilidad a fungicidas por medio de la técnica de
diametro de colonia
Para la determinacion de sensibilidad por medio de la técnica de didmetro de

colonia, se adicioné una alicuota de la solucion madre del fungicida en un balén
conteniendo el medio, para luego ser aforado para obtener las concentraciones de
0, 0,1, 1, 10, y 100, mg/L de ingrediente activo del fungicida. Los fungicidas

utilizados fueron: procloraz, pyrimethanil, fludioxonil, azoxystrobin, pyraclostrobin y

10



trifloxystrobin, preparados a partir de una solucidn madre de aproximadamente
5000 mg/L de ingrediente activo.

Posteriormente, se tomaron discos de aproximadamente 4 mm del medio de
cultivo de |a periferia de la colonia del hongo, y se colocaron con la cara del disco
con micelio en contacto con el medio de cultivo que contenia PDA + acido lactico +
fungicida en las cajas de Petri que se sellaron con papel Parafim y se
almacenaron dentro de una camara que se acondiciond a 22 * 2°.C y un
fotoperiodo de 12 horas de oscuridad y 12 horas de luz. Las condiciones de
almacenamiento se fueron monitoreadas duranie el experimento con un
registrador de datos de temperatura y luminosidad (Flux} (HOBO® Data Logger).

Transcurrida una semana, se evalud el crecimiento de los hongos, midiendo el
diametro menor y el diametro mayor de la colonia para luego obtener las medias
de estos diameiros, y mediante la férmula de Abbot, calcular la eficacia de los
fungicidas {Barquero 2000).

ET_RT—rt
- RT

* 100

Donde:
ET= Eficacia del tratamiento
RT = Diametro en cm del crecimiento micelial en el testigo (PDA + acido lactico)

rn = Diametro promedio en cm de cada tratamiento (PDA + acido lactico +
fungicida)

El disefio experimental utilizado fue un irrestricto al azar de 30 tratamientos
constituidos por 6 fungicidas a 5 dosis crecientes, para las tres especies
encontradas, mas la especie silvestre de Colletofrichum gloeosporioides, con 4
repeticiones por tratamiento, para un total de 480 unidades experimentales, cada
unidad experimentai consistié de una caja Petri.
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3.3.2. Determinacion de sensibilidad por medio de germinacién de esporas
Para la determinacion de sensibilidad por medio de la técnica de germinacion de

esporas en medio de cultivo, se prepararon los tratamientos tal como se describio
en el apartado 3.3.1., para |la preparacién de la suspension de esporas se usé la
técnica detallada en et apartado ¢ para aislamientos monoconidiales, para obtener

una suspension con una concentracion de 100 000 conidios/mL.

Pasadas las 24 horas, con la ayuda de un microscopio se evaluaron 50 esporas
por repeticién, las cuales se clasificaron como germinadas 0 no germinadas y si se
observaban malformaciones en el tubo germinativo y plasmdlisis de las esporas.
Con los datos se obtuvo el porcentaje de germinacién, y mediante la férmula de

Abbot ya descrita, se calcul6 la eficacia de los fungicidas.

El disefio experimental utilizado fue un irrestricto al azar de 30 tratamientos
constituidos por 6 fungicidas a 5 dosis crecientes, para las tres especies
encontradas, mas la especie silvestre de Collefotrichum gloeosporioides, con 4
repeticiones por tratamiento, para un total de 480 unidades experimentales, cada
unidad experimental consistié de una caja Petri.

Los datos generados con las dos técnicas de evaluacion: diametro de colonia y
germinacion de esporas fueron analizados mediante un analisis de ANDEVA, la
comparacion de medias mediante la prueba de Fisher (p < 0,05) y un analisis de
regresion entre la eficacia de los tratamientos y el logaritmo natural de las dosis

con el que se calculd ta concentracion efectiva media (CEsg).

3.4 Fase lll. Evaluacion de fungicidas en frutos
Se cosecharon frutos de papaya correspondientes al estado 2 de maduracién (<

20% de amarillo}, segin escala de madurez propuesta por Salazar (2012), de la
zona de Pococi, para luego ser trasladados a las instalaciones de Laboratorio de
Tecnologia Poscosecha, del Centro de Investigaciones Agrondmicas, para la
aplicacion de tratamientos poscosecha y la simulacion de transporte en camaras
de frio.
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Los frutos fueron lavados con agua con 100 mg/L de cloro, luego fueron secados
con un ventilador para posteriormente ser inoculados por inmersion por un minuto
en una suspension de conidios de C. gloeosporioides y C. magna, en una mezcla
con una concentracion de 5000 esporas/mL de cada especie y asi tener una
suspension final con una concentracién de 10 000 esporas/mL. Posteriormente, se
colocaron 6 frutas en una caja plastica con papel periédico humedo y se introdujo
la caja en una bolsa plastica, para crear una camara hiimeda durante 24 horas,
para luego aplicar los tratamientos con fungicidas por inmersién durante un
minuto. Los tratamientos evaluados fueron: trifloxystrobin, pyrimethanil, fludioxonil
y el procloraz (Cuadro 1) en las dosis minima y promedio comercial recomendadas
de cada fungicida, excepto para €l fludioxonil, para el que solo se evaluo la dosis
minima), ademas, se incluyo como tratamiento comercial el fungicida procloraz.
Luego de aplicarse los tratamientos, las cajas con los frutos se colocaron en una
camara con frio a 12 °C durante 15 dias, para simular el tiempo de transporte

maritimo a Europa.

Cuadro 1. Fungicidas y dosis evaluadas en frutos de papaya.

Tratamiento Dosis comercial/100L de agua Dosis evaluada (mL/L)
Fludioxonil 200-250 mL 2 mL/L
0,5 mL/L
Pyrimethanil 50-70 mL
0,6 mL/L
. 2mL/L
Pyraclostrobin 200-300 mL
2,5 mbjL
0,5 mL/L
Procloraz 55-100 mL 0,77 mL/L

Dosis comercial 1 mL/L

Testigo absoluto - Agua

Transcurrido las 2 semanas de almacenamiento a 12°C, se evalu6 la cantidad de
frutos sanos y enfermos por tratamiento, y con la ayuda de una escala propuesta

por Navarro y Arauz (1999), se midid la severidad de la antracnosis.
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Simultaneamente se evaiud ei efecto que tuvieron los tratamientos sobre la calidad
de las frutas, mediante el color y la firmeza de la cdscara y de la pulpa, y los
azucares solubles.

La evaluacion de firmeza se realizé en la zona ecuatorial del fruto, usando un
penetrometro Chatillon modelec DPPH-110, considerando para las mediciones la
zona de la papaya expuesta al sol, la zona en la sombra y un punto intermedio
entre estas dos, las cuales se obtuvo un promedio de la firmeza de ia fruta.

Para la determinacién de los azucares solubles, se extrajo de la mitad de la fruta
una rodaja de aproximadamente 3 cm de anche, y se macerd para la extraccion
del jugo, el cual fue filtrado a través de una gasa para luego medir con un
refractometro ATAGO PAL-1, los azucares solubles.

E! disefio experimental utilizado fue un irrestricto al azar de 10 tratamientos con 5
repeticiones, con 6 frutas por repeticién. Con los datos de incidencia y severidad
se calculd e! area bajo la curva de desarrollo de la enfermedad (Arauz, 2009), se
hizo un ANDEVA v la comparacion de medias se realizé mediante la prueba de
Fisher (p < 0,05).

4. RESULTADOS

41 Fase |. Caracterizacion de la sintomatologia de antracnosis e
identificacion del agente causal a nivel de especie mediante técnicas
moleculares

4.1.1 Caracterizacion de sintomas y aislamientos asociados
Se lograron identificar 7 sintomas de antracnosis en los frutos recolectados dela

zona de Guacimo (Cuadro 2), en el periodo de los meses de agosto a diciembre
del 2012. Por similitudes en una o mas de las caracteristicas observadas como
profundidad de Ia lesion, presencia o ausencia de secreciones y color de la
esporulacion, ios sintomas se separaron en 3 grupoes.
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Cuadro 2. Sintomas identificados en el periodo de los meses de agosto y
diciembre 2012 en frutas de papaya hibrido Pococi de la zona de
Guacimo.

Grupo Sintoma Descripcién

Lesion circular
ligeramente hundida, con
produccién de acérvulos
anaranjados y negros y
T2) T5) esporulacién brillante de

color naranja.

Lesion circular
ligeramente hundida de
color café, con poca
TG2) Ta) produccion de acérvulos
2 de color café oscuro,
secreciones de latex,
agrietamientos de la
cascara y coalescencia
TG3) A2) de lesiones.

Lesion circular

ligeramente hundida con
formacién abundante de
acérvulos y esporulaciéon
de color crema,
CC) arrugamientos de la
cascara en el borde de la

lesion.

El primer grupo incluyé los sintomas T2 y T5, que presentaron una lesion circular
ligeramente hundida, con produccién de acérvulos anaranjados y negros vy

esporulacién abundante, brillante, de color anaranjada.
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Los siguientes cuatro sintomas (TG2, T4, TG3 y A2) correspondieron al grupo 2,
con lesiones circulares, de consistencia seca, en algunos casos con secrecion de
latex y con poca produccion de acérvulos y escasa esporulacion, con coalescencia

de lesiones y agrietamientos de la cascara.

Por Ultimo, el grupo 3, incluyé un sintoma (CC) de lesion circular, ligeramente
hundida, con bastante formacion de acérvulos y esporulacion de color crema, con
arrugamientos de la cascara en los bordes de la lesion. Ademas, los aislamientos
realizados a cada uno de los sintomas presentaron diferencias en color, tanto de
la parte aérea y reverso de la colonia, por la presencia o ausencia de setas,

cantidad de acérvulos y forma de esporas (Cuadro 3).

Los aislamientos T2 y T5 (Cuadro 3) correspondientes a ios sintomas de! grupo
1, presentaron un color de colonia blanca, con crecimiento aérec de aspecto
algodonoso, con coloracidon crema en el reverso de la colonia y con una
produccién escasa de acérvulos pequefios de color negro, sin setas y con una
esporulacién de color parda, y conidios de forma cilindrica ovoide. El crecimiento a

los 8 dias, es intermedio en comparacién con los otros grupos de aislamientos.

Los aislamientos TG2, T4, TG3, y A2 del grupo 2, presentaron una coloracion de
la colonia café olivaceo, con un crecimiento superficial, con micelio blanco en la
periferia de algunas de las colonias y formacién de estroma observado como
masas irregulares en el centro, confiriéndole una coloracion oscura en el reverso
de ia coionia. La esporulacidon es abundante, de color naranja, en acérvulos de
color negro, sin setas y conidios de forma cilindrica- ovoide. Es el grupo que

presenta el mayor crecimiento a los 8 dias.

El aislamiento CC correspondiente al grupo 3, presenté una colonia con un
hébito de crecimiento muy superficial y denso, de color blanco en la periferia, y
color crema en el centro de la colonia, el reverso de la coionia es de color crema,
con anillos concéntricos de color grisaceo, acérvulos de color negro con presencia
de setas y conidios de forma falcada. Es el grupo que presenta el crecimiento mas

lento en comparacién con los otros grupos de aislamientos.
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Cuadro 3. Morfologia de aislamientos de Colletotrichum spp. correspondientes a
diferentes sintomas de antracnosis recolectados de frutos de papaya.

Especie Cultivo (Parte aéreo) | Cultivo (Parte basal) Conidios
T2) T2)
Grupo 1
T5) T5)
TG2) TG2)
3
T4
Grupo 2 ) 4)
TG3) TG3)
A2) A2)
Grupo 3 Seta
9 9




4.1.2 Identificacion de las especies de Colfletotrichum spp. a nivel molecular
La secuenciacion de la regiéon ITS del ADN ribosomal de los aislamientos de los

sintomas anteriormente descritos, separados por diferencias en sintomatologia y
caracteristicas de colonia, correspondieron a tres especies del género
Colletotrichum, los cuales se separaron en los grupos 1, 2 y 3. Las especies
identificadas fueron: Colletotrichum gloeosporioides, Colletotrichum magna vy
Colletotrichum capsici, con base en su homologia con secuencias depositadas en
el GenBank (Cuadro 4).

Cuadro 4. Similitud de las secuencias amplificadas de las regiones ITS1-5.85 e
ITS-2 del ADN ribosomal de los aislamientos con el GeneBank.

Grupo | Cédigo Especie Similitud Numero de accesion
GeneBank (%)

T2 C. gloeosporioides 100 KC493156 | JQ814365

1 5 C. gloeosporioides 100 KC493156 | JQ814365
T4 C. magna 99 DQ003103 | HM163177.1
5 TG2 C. magna g9 DQO03103 | HM163177.1
TG3 C. magna 99 DQO03103 | HM163177.1
A2 C. magna 99 DQO03103 | HM163177.1

3 CC C. capsici 99 JX268749 | JQ685752.1

Los resultados de la electroforesis de productos de PCR ribosomal con los
imprimadores especificos Cgint para C. gloeosporioides y GmF y GmR para C.
magna, corroboraron la presencia de las dos especies para los aislamientos de los
diferentes sintomas (Figura 1). Para C. capsici no se utilizé imprimadores
especificos, por lo que no se pudo corrgborar. De la figura 1.a, los aislamientos
que amplificaron positivamente con el imprimador especifico Cgint para C.
gloeosporioides, fueron T2 y T5 (Cuadro 4), que mostraron la banda
correspondiente de aproximadamente 400 pb. Las bandas T4, TG2, TG3 y A2 no
se obtuvo producto de amplificacion con el imprimador especifico Cgint, pero si
para los aislamientos con los imprimadores GmF y GmR (Figura 1.b) para C.

magna. £l producto de PCR fue del tamano esperado de cerca de 320 pb.
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Consecuentemente, se corrobora la presencia de C. gloeosporioides (Figura 1.a) y

C. magna (Figura 1.b), para los sintomas de los grupos 1 y 2, respectivamente.

a)

b)

#1000 pb

500 pb

Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa de productos de PCR para los
aislamientos de Colletotrichum spp. con los imprimadores Cgint para C.
gloeosporioides (a), e imprimadores GmF y GmR para C. magna (b).

4.1.3 Patogenicidad de aislamientos
Los frutos a los que se hicieron heridas para la inoculacion de los aislados,

presentaron un 100% de incidencia, y las variaciones se dieron en el tamano de
las lesiones. Se observo que todas las especies encontradas tuvieron la capacidad
de infectar el tejido vegetal, por lo que se concluye que son especies patogénicas.
Como se observa en la Figura 2, los aislamientos que presentaron un mayor
didmetro de lesion fueron T4 y TG2, correspondientes a C. magna, seguidos por €l
aislamiento T5 identificado como C. gloeosporioides. Con base en estos
resultados, se escogieron los aislamientos T4 y T5 correspondientes a C. magna y
C. gloeosporioides respectivamente, para la evaluacion de su sensibilidad in vitro

a los fungicidas.
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Figura 2. Diametro promedio (mm) de la lesion de diferentes especies de
Colletotrichum inoculadas en frutas de papaya.

4.2 Fase Il. Determinacion de la sensibilidad de los aislamientos de
Colletotrichum spp. a diferentes fungicidas

4.2.1 Determinacion de sensibilidad a fungicidas por medio de la técnica de
diametro de colonia
La eficacia de los tratamientos con fungicida, varié significativamente en la

reduccién del crecimiento de la colonia de las especies de C. gloeosporioides

silvestre, C. gloeosporioides, C. magna y C. capsici (Cuadro 5).

E! tratamiento con procloraz presentd los valores mas altos de eficacia en la
disminucion del crecimiento de todas las especies evaluadas (C. gloeosporioides
silvestre: 78,6%; C. gloeosporioides: 82,7%; C. magna: 76,9% y C. capsici:
81,6%). El fludioxonil no mostrd diferencias significativas con el procloraz, con
excepcién para la especie C. gloeosporioides silvestre, con la que obtuvo uno de
los valores mas bajos de eficacia, 18,7%, sin diferenciarse con el trifloxystrobin,
que fue el tratamiento que menos redujo el crecimiento de las colonias de las
especies evaluadas (C. g silvestre: 16,3%; C. g: 23,5%; C. m: 40,7% y C. c:
11,2%).
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Entre los fungicidas del grupo de las estrobilurinas, el pyraclostrobin demostro
valores de eficacia mayores que los fungicidas azoxystrobin y trifloxystrobin, sin
diferencias significativas con el procloraz sobre las especies C. gloeosporioides y
C. magna, pero si para C. capsici. Y por ultimo, el tratamiento con pyrimethanil
presentd valores intermedios de eﬁéacia, con excepcidn para la especie C. capsici,

para la cual no tuvo diferencias significativas con el procloraz y el fludioxonil.

Cuadro 5. Porcentaje de eficacia de los fungicidas evaluados sobre la disminucién
del diametro de micelio de tres especies del género Colfetotrichum spp.

Especie

Fungicida C. g. silvestre  C. gloeosporioides  C. magna C. capsici
Procloraz 78,6 abc* 82,7 a 76,9 abed 81,6 ab
Fiudioxonit 18,7 ik 63,5 abcde 67,8 abcd 76,9 abcd
Pyrimethanil 11,2k 34,3 ghij 37,9 fghij 70,1 abcd
Pyraclostrobin 58,1 cdef 79,6 abe 72,3 abed 43,8 efgh
Azoxystrobin 37,3 fghij 54,7 defg 59,4 bedef 57,3 cdef
Trifloxystrobin 16,3 jk 23,5 hijk 40,7 fghi 11,2 k

*Medias con una letra comuin no son significativamente diferentes LSD Fisher (p<0,05).

Debido a que las concentraciones efectivas medias (CEsp), calculadas mediante
la regresion lineal del logaritmo natural de la concentracion del fungicida y el
porcentaje de ia eficacia de reduccion del diametro de la colonia presentaron una
baja confiabilidad (Anexos 7), se analizé el rango entre 1as concentraciones donde
se observo un efecto mayor del fungicida sobre el crecimiento en el diametro de
micelio de las especies. Sin embargo, solo fue posibie obtener valores de
concentraciones efectivas medias con una confiabilidad aceptable (celdas
coloreadas en amarilio) para todas las especies evaluadas para los tratamientos
con los fungicidas procloraz, fludioxonil y pyraclostrobin.

Para los fungicidas pyrimethanil y azoxystrobin solo fue posible obtener las CEsg
en las especies C. gloeosporicides y C. capsici. Para el fungicida trifloxystrobin no
fue posible obtener una confiabiiidad estadistica en ninguno de los ambitos de ias

concentraciones evaluadas para ninguna de las especies.
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Con base en estas regresiones, se obtuvieron los valores mas bajos de
concentracion efectiva media (CEsp) con el fungicida procloraz (Cuadro 6),
comprendidos entre los 0,190 y 0,288 mg/L, seguidos por el pyraclostrobin con
una CEsgp entre los 0,08 y 5,436 mg/L y por ultimo, el fludioxonil con valores de
CEsxp entre los 0,288 y 65,369 mg/L, que serian los ambitos de CE s para todas las
especies evaluadas. Para los fungicidas azoxystrobin y pyrimethanil se obtuvieron
valores de CEsg de 0,259 y 14,156 mg/L respectivamente para la especie de C.
gloeosporioides y para C. capsici valores de 0,273 y 0,188 mg/L.

Cuadro 6. Concentraciones efectivas medias (CEsy) de los fungicidas sobre el
crecimiento micelial de tres especies del género Colletotrichum spp.

C. g.silvestre R’ Cg R? Cm R? Cc R?
Procloraz 0,260 0,9804 0,190 0,9232 0,288 0,9790 0,288 0,9725
Fludioxonil 65,369 0,7743 1,027 0,8619 0,716 0,7143 0,288 0,9725
Pyrimethanil >100 0,2387 14,156 10,6549 0,570 0,4472 0,188 0,7990
Pyraclostrobin 1,589 0,7895 0,084 0,6642 0,422 0,5322 5,436 0,6449
Azoxystrobin 0,420 0,3544 0,259 0,8640 0,003 0,0172 0,273 0,5955
Trifloxystrobin >100 0,1452 24,857 10,1728 4,292 0,3488 >100 0,1168

* Celdas coloreadas en amarilio representan que la regresion es estadisticamente existente
(Anexos 7).

C. g: Colletotrichum gloeosporioides
C. m: Colletotrichum magna
C. c¢: Colletotrichum capsici
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Figura 3. Diametro de micelio de especies del género Colletotrichum: C.
gloeosporioides silvestre, C. gloeosporioides, C. magna 'y C. capsici, en
presencia de diferentes concentraciones de fungicidas.
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4.2.2 Determinacion de la sensibilidad a fungicidas por medio de la técnica
de germinacion de esporas
En la evaluacién de germinacion de esporas, los tratamientos que presentaron la

mayor eficacia en todas las especies evaluadas fueron: el procloraz, fludioxonil y
el pyraclostrobin con valores entre el 91,5 y el 100% de eficacia y sin diferencias
estadisticas significativas. Por el contrario, el fungicida que presenté los valores
mas bajos de eficacia fue el pyrimethanil sobre las especies de C. gloeosporioides
y C. magna. Sin embargo, tuvo un mayor efecto en la disminucion de la
germinacion de la especie C. capsici, sin diferencias significativas con el procloraz,
el fludioxonil y el pyraclostrobin. El azoxystrobin y el trifloxystrobin presentaron
mayores eficacias para las especies de C. gloeosporioides silvestre, C. magna y
C. capsici, con la especie C. gloeosporioides los valores fueron de 43,5 y 38,3%
respectivamente. Por las dosis consideradas para ser evaluadas en este ensayo,
no fue posible determinar la CEsp exactas, sin embargo, por los resultados
obtenidos, estos sugieren que las CEsq para la germinacién de esporas son

menores a 0,1 mg/L.

Cuadro 7. Porcentaje de eficacia de los tratamientos evaluados sobre la
disminucién de la germinacion de esporas de tres especies del género
Colletotrichum spp.

Fungicida Fepecie
C. g. silvestre | C. gloeosporioides | C. magna C. capsici
Procloraz 99,1a* 100 a 100 a 100 a
Fludioxonil 98,9 a 100 a 100 a 99,2 a
Pyrimethanil 67,8b 24,3 ¢ 54,4b 88,0 a
Pyraclostrobin 100 a 99,6 a 100 a 91,5a
Azoxystrobin 100 a 43,5b 100 a 89,7 a
Trifloxystrobin 100 a 38,3 bc 100 a 92,40 a

*Letras comunes en la misma fila no son significativamente diferentes segin prueba LSD Fisher (p<0,05).
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4.3 Fase lll. Evaluacién de fungicidas en frutos
En el analisis del area bajo la curva de desarrollo de la enfermedad, las papayas

que presentaron la menor incidencia de antracnosis fueron las tratadas con
procloraz en las concentraciones de 0,55 mbL/L y 1mL/L (testigo comercial), sin
diferencias significativas entre ellas (Figura 4), pero si con pyraclostrobin (2 mL/L)
y pyrimethanil (0,6 mL/L), que tuvieron la mayor incidencia. Los tratamientos con
procloraz (0,77 mL/L), fludioxonil (2 mL/L), pyraclostrobin (3 mL/L), pyrimethanil
(0,5 mL/L) y el testigo presentaron valores intermedios de incidencia de la

enfermedad.
700
Testigo
600 b b
21 Testigo comercial (1 mL/L)
'; 500 M Procloraz (0,55 mL/L)
5
; 400 M Procloraz (0,77 mL/L)
° ¥ Fludioxonil (2 mL/L)
S 300
© M Pyraclostrubin (2 mL/L)
& 200 — e Pyraclostrubin (3mL/L)
100 . nm Pyrimethanil (0,5 mL/L)
B Pyrimethanil (0,6 mL/L)
0

Figura 4. Area bajo la curva de la incidencia de antracnosis en frutas de papaya
tratadas con fungicidas en la etapa poscosecha. Letras distintas indican
diferencias significativas segun prueba LSD Fisher (p<0,05).

Los tratamientos que presentaron la menor severidad de antracnosis (Figura 5),
fueron los de las dosis de 0,55 mL/L y 1 mL/L de procloraz, sin diferencias
significativas entre estas. Los tratamientos que tuvieron el menor efecto fueron el
pyraclostrobin (2 mL/L) y el pyrimethanil (0,6 mL/L), con valores para esta variable
mayores a lo se obtuvo en las papayas del tratamiento testigo.
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B
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-{3 30 — M Pyraclostrubin (2 mL/L)
< 20 4 - Pyraclostrubin (3mL/L)

10 B Pyrimethanil (0,5 mL/L)

0 B Pyrimethanil (0,6 mL/L)

Figura 5. Area bajo la curva de la severidad de antracnosis en frutos tratados a
diferentes concentraciones de fungicidas, en la etapa poscosecha. Letras
distintas indican diferencias significativas segun prueba LSD Fisher (p =
0.05).

La pudricion peduncular no varié significativamente entre los fungicidas
evaluados (Figura 6), aunque se observé una tendencia a una menor incidencia
para los tratamientos de procloraz y una mayor incidencia para los tratamientos de

pyrimethanil en las dos concentraciones utilizadas.

500 — a a

450 Testigo

400 a - Testigo comercial (1 mg/L)
g 350 e B Procloraz (0,55 mL/L)
g 300 . M Procloraz (0,77 mL/L)
% 250 W Fludioxonil (2 mL/L)
'; 200 B Pyraclostrubin (2 mL/L)
& 150 J|r—~ W Pyrimethanil (0,5 mL/L)

100 4!— Pyraclostrubin (3mL/L)

50 ‘T“ B Pyrimethanil (0,6 mL/L)
0 PRI

Figura 6. Area bajo la curva de la pudricién peduncular en frutos tratados a
diferentes concentraciones de fungicidas, en la etapa poscosecha. Letras
distintas indican diferencias significativas segun prueba LSD Fisher (p =
0.05).
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El cambio de color de cascara de verde a amarillo se dio de manera normal para
el hibrido Pococi a través del tiempo (Anexo 8), y el cambio de color de |a pulpa de
rosado a naranja tuvo un aumento considerable, llegando a un 100% a los 12 dias
de salida de camara (Anexo 9). La firmeza de la cascara (Anexos 11-13) y de
pulpa (14-16) presentaron una disminucion en los diferentes puntos seleccionados
para la evaluacion: parte expuesta del fruto durante el crecimiento a la luz, parte
del fruto en sombra y parte en zona intermedia. Sin embargo, se encontraron
diferencias en la firmeza entre los lados de evaluacion, presentandose valores
mas altos en la parte de la fruta que esta expuesta a la iuz durante el desarrolio de
la papaya en el campo.

Los azuUcares solubles no sufrieron cambios significativos debido a los
tratamientos durante todo el periodo de evaluacion, con valores entre fos 10y 12
de grados brix. Los tratamientos no causaron manchas ni toxicidad visibles en la
superficie de la fruta.

5. DISCUSION GENERAL
En el presente trabajo se observd 3 tipos de sintomas asociados a la antracnosis

de frutos de papaya, hibrido Pococi. En Costa Rica, esta variabilidad de
sintomatologia de la antracnosis fue descrita en los trabajos de Duran y Mora en
1987, con materiales de papaya criolla que diferian genotipicamente y que en ese
momento, fue una de las razones que explicaba las diferencias en sintomas
conjuntamente con la posibilidad de la presencia de otras especies. Sin embargo,
en esta investigacion se utilizé el hibrido “Pococi”, por lo que el genotipo de esta
papaya se presume que es muy homogéneo, lo que descartaria la variabilidad de
respuesta del hospedero al patégeno, aun asi, se presentaron diferencias en las
lesiones de antracnosis, que hizo indicar, que distintas especies del geénero
Colletotrichum provocaban las diferencias de sintomas, como los obtenidos por
Tarnowski y Ploetz {2010) en Fiorida, Tapia et al., (2008) y Torres et al., (2013) en
México y que las diferencias en la magnitud de la sintomatologia de una misma
especie, se debia a la capacidad patogénica de la cepa, como se observo en las

pruebas de patogenicidad en este trabajo (Figura 2). En trabajos realizados por
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varios autores como Walton en 1994 y Reignault ef al, en el 2008, sugieren qgue
las diferencias en sintomas, se deben a la secrecién de enzimas degradadoras de
la pared celular por parte del patégeno sobre el hospedero, y que las diferencias
en la produccién de pectinasas, no solo determinarian la patogenicidad de las
cepas, sino también la extension de las Iesidnes y la naturaleza de la sintomas
observados (Reignault ef al., 2008).

Los resultados obtenidos en este trabajo, con la identificacion de tres especies
del género Colletotrichum: C. gloeosporioides sensu lato, C. magna y C. capsici,
serian el primer reporte para las dos uUltimas especies mencionadas como
patogénicas en papaya producidas en Costa Rica. Estos resultados coincidirian
con los obtenidos en Brasil (Nascimento et al., 2010, Viera et al. 2013), Estados
Unidos, en el estado de la Florida (Tarnowski y Ploetz, 2010), México (Tapia et
al.,2008 y Torres et al, 2013) y Trinidad y Tobago (Rampersad, 2011) con la
identificacién de diferentes especies como agentes causales de la antracnosis en

papaya, (Simmonds, 1965).

En Estados Unidos, México y Trinidad y Tobago, se ha identificado a C.
gloeosporioides y C. truncatum (sinénimo C. capsici), mientras que en Brasil se ha
identificado a C. brevisporum, C. magna y C. truncatum (sinébnimo C. capsici)
como patogenos de papaya. Por tanto, C. gloeosporioides y C. truncatum
(sinonimo C. capsici) presentan una amplia distribucion geogréafica y es interesante
que C. magna, una especie conocida como patégena de cucurbitaceas (Redman
ef al., 2001; Tsay et al., 2010), infecte papaya tanto en Brasil como en Costa Rica.
Cabe sefalar que morfolégicamente, C. gloeosporioides y C. magna son
indistinguibles, por lo que es posible que haya ocurrido en el pasado una
incorrecta identificacién de las especies (Nascimento et al., 2010).

Como se menciond anteriormente, C. gloeosporioides ha sido considerada la
especie causante de la antracnosis de papaya en Costa Rica y otros paises
alrededor del mundo. Sin embargo, estudios moleculares recientes indican que C.
gloeosporioides es en realidad un complejo de especies, es decir un grupo de

especies, al menos 22 especies y una subespecie, con similitudes morfologicas y
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genéticas (Weir ef al.,, 2012, Xu et al., 2014). Actualmente se denomina al
complejo C. gloeosporioides sensu fafo y a la especie C. glogosporioides sensu
stricto. En el presente trabajo se identificd a C. gloeosporioides como una de las
especies causantes de antracnosis en papaya. La identificacién se basoé en la
secuencia de la regidon espaciadora interna transcrita de los genes del ARN
ribosomal (ITS por sus siglas en inglés) y la amplificacion mediante PCR con los
imprimadores Cgint e ITS4, disefiados en la misma regién. En afios recientes, se
ha demostrado que unicamente 10 de las 22 especies del complejc C -
gloeosporioides pueden ser claramente identificadas mediante la secuencia de la
regidon ITS y que el imprimador Cglnt, inicialimente disefiado como especifico para
C. gloeosporioides es en realidad taxdén especifico, es decir identifica a C.
gloeosporiocides sensu fato (Afanador-Kafuri ef al., 2014). De manera, que varias
especies del complejo C. gloeosporioides, incluida C. gloeosporioides sensu stricto
podrian causar antracnosis en frutos de papaya en Costa Rica. Para establecer si
otras especies del complejo C. gloeosporioides sensu lato causan antracnosis de
papaya en Costa Rica se requiere el analisis de otras regiones del genoma ©
analisis multilocus {Prihastuti ef al., 2009) o bien un estudio polifasico {(Cai ef al.,
2009).

La presencia de grupos intraespecificos o de diferentes especies que conforman
el complejo C. gloeosporioides podria explicar las diferencias obtenidas en la
sensibilidad a fungicidas. Barquero ef al (2013), determinaron la sensibilidad al
benomil, de aislamientos de papaya identificados como C. gloeosporioides por
medio de |a secuenciacion de la region ITS, pero como C. acutatum por la prueba
de sensibilidad, asi que existe la posibilidad de que otras especies del complejo C.
gloeosporioides con diferencias en sensibilidad al benomil estuvieran presentes.
De igual forma, el aislamiento de C. gloeosporicides denominado silvestre,
obtenido de una regidon sin la presién de seleccion por fungicidas, presentd una
menor sensibilidad a los tratamientos con fungicida, en comparacion con los
aislamientos identificados como C. gloeosporioides que se obtuvieron de fincas
productoras. Sin embargo, los valores promedio de la CEsg para el procloraz en
este estudio fue igual a 1a determinada por Madrigal en 1997, para aislamientos de
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la especie de C. gloeosporivides provenientes de distintas zonas de Costa Rica
que sugiere que no ha ocurrido una disminucién en la sensibilidad por parte de C.
gloeosporioides.

Cuadro 8. Concentraciones efectivas medias (CEsp) promedio de los fungicidas
sobre las especies de Colletotrichum en la evaluacién de crecimiento

micelial.
Fungicida CEs; Promedio (mg/L) CEse C. g. silvestre {mg/L)
Procloraz 0,255 0,260
Fludioxonil 0,677 65,369
Pyrimethanil 7472 " >100
Pyraclostrobin 1,981 1,589
Azoxystrobin 0,266 * 0,420
Trifloxystrobin 4,290 ** >100

* Valor calculado con solo las dos especies (C. gloeosponicides y C. capsicl) que fue posible
determinar la CEsq.
** Valor calculado con solo 1a especie C. magna que fue posible determinar fa CEsp.

En este trabajo, el tratamiento con procloraz fue el que presentd los mayores
valores de eficacia promedio y los mencres valores de CEsp (Cuadro 8), en
comparacién con los tratamientos de fludioxonil y el pyraclostrobin para las
especies C. gloeosporioides y C. magna, sin diferencias significativas entre estos
tratamientos.

Para los tratamientos con pyrimethanil, azoxystrobin y trifioxystrobin, los valores
de CEsq, fueron variables entre las especies, y con niveles de confianza muy bajos
por lo que seria necesario evaluarse nuevamente, en dosis con intervalos mas
continuos que los seleccionados en esta investigacién, para no descartarlos como

posibles fungicidas en el combate de {a antracnosis en papaya.

En las evaluaciones de sensibilidad por medio de la técnica de germinacién de
esporas, los datos muestran que las esporas son mas sensibles a la presencia de
fungicida que el micelio de las colonias, pues en la concentracién mas baja
utilizada (0,1 mg/L) se presentaron eficacias del 100% de inhibicibn de la
germinacién, por ende, las CEse no pudieron ser determinadas con las

concentraciones evaluadas.
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Estos resultados muestran que los fungicidas como en el caso del fludioxonil y
pyrimethanil son productos potenciales para ser utilizados en precosecha, por
tener efecto sobre la germinacion y elongacién de tubo germinativo de los conidios
(Rosslenbroich, 2000, citado por Kanetis ef al, 2007), ya que en aplicaciones
poscosecha podrian no tener mucho efecto, debido a las infecciones latentes y/o
esporas que ya habrian iniciado el proceso de germinacion, tal como lo reportan
autores como Lopez (2010} y Barquero (2000), quienes encontraron que a las 24
horas se puede obtener porcentajes de germinacion del 78% hasta del 91% en
aislamientos de C. gloeosporioides, lo que pudo afectar la eficacia de estos

fungicidas en esta investigacion.

La presencia de las especies C. gloeosporioides, C. magna y C. truncatum
(sinbnimo C. capsici) asociadas a la antracnosis de papaya en la zona de
Guacimo, Limon, plantea la interrogante scbre la distribucion, abundancia y
fluctuaciones de poblacion (por factores ambientales: estacion seca y lluviosa, asi
como factores biolégicos) de estas especies en la zonas de producciéon de papaya
en Costa Rica, tales como Parrita, San Carlos y Guacimo. Esta informacion es
relevante para el planeamiento y precision del manejo de la enfermedad tanto en
campo, como en poscosecha. Incluso, para los programas de mejoramiento para
resistencia genética a la antracnosis en papaya (Bogantes y Mora, 2013), para
que los nuevos genotipos puedan ser evaluados en zonas con una mayor
diversidad genética de! patégeno, o bien a nivel de laboratorio con cada especie ¢

la mezcla de ellas.
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6. CONCLUSIONES

» Las diferencias en la sintomatologia de antracnosis en papaya pueden
deberse a diferentes especies del género Colletotrichum y a la virulencia del

aislado.

« En este trabajo se identificaron tres especies diferentes: C. gloeosporicides
sensu lato, C. magna y C. capsici, siendo el primer informe para las dos

ultimas especies como patogénicas en papaya en Costa Rica.

» Las especies de Colletotrichum spp. presentaron diferencias en la sensibilidad
in vitro a los fungicidas.

* los fungicidas procloraz, fludioxonil y pyraclostrobin fueron eficaces en la
inhibicidbn de la germinacion de esporas en todas las especies, en las

concentraciones evaluadas.
* No se determind una disminucion de la sensibilidad in vitro de C
gloeosporioides al fungicida procloraz, en comparacién con las determinadas

por Barquero (2000)

« El fungicida procloraz presentd la mayor reduccion de la antracnosis en las

frutas de papaya en poscosecha.
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7. RECOMENDACIONES

« Se requiere realizar un analisis de secuenciacion de ADN en otras regiones a
la utilizada, para precisar en la identificacién de C. gloeosporioides sensu lato,
que pertenece al denominado complejo g!oeosporioideé y del cual esta
conformado por 22 especies.

» Se debe de evaluar los fungicidas a concentraciones més continuas y de
ambitos mas cortos en la evaluaciones in vitro, tanto en la técnica de
crecimiento micelial como la de germinacién de esporas, para precisar las
concentraciones efectivas medias (CEsq) v asi poder definir el comportamiento

de las diferentes especies a la presencia de los distintos fungicidas.

» Seria oportuno, realizarse determinaciones de sensibilidad y de frecuencia de
poblaciones de especies del género Colletotrichum en distintas zonas del pais,
productoras de papaya y con condiciones climéticas contrastantes, con el

objetivo de proponer un manejo adecuado de la enfermedad.

» El fludioxonil y el pyraclostrobin podrian ser fungicidas interesantes de evaluar
en el control de la antracnosis en campo, por los resultados obtenidos en la
evaluacion de germinacion de esporas.
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9. ANEXOS

Procloraz
120 R 4 C gloeosparioides silvestre
y = 37,187x + 100
2
100 R*=0,9804
M C gloeosporioides
_ &0 y - 30,122x + 100
L3 R?-0,9232
3 60 —
8
= . C.magna
y —40,201x + 100
40 —
R2-0,979
20 - - — -
X C. capsici
y=40,222x + 100
0 R? - 0,9725
-3 1 1 3 5
Concentracion In (mg/L)

Anexos 1. Eficacia del fungicida procloraz en la reduccién del crecimiento de
micelio de C. gloeosporioides silvestre C. gloeosporioides, C. magna y

C. capsici.
Fludioxonil
120 # C gloeosporioides silvestre
y - 13,328x 5,7117
2
100 - R? 0,7743
BC gloeosporioides
_ 80 B 3 y=11,969x + 49,679
£ R? 0,8619
3 60
1+
= C magna
w 0 7 y 21,165x + 57,068
R2-0,7143
20 XC. capsici
y 40,222x + 100
0 . 3 . R?=0,9725
-3 1 1 3 5
Egncgntracién In (mg/L)

Anexos 2. Eficacia del fungicida fludioxonil en la reduccién del crecimiento de

micelio de C. gloeosporioides silvestre, C. gloeosporioides, C. magna y
C. capsici al fungicida fludioxonil.
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120

100

Eficacia (%)
) [} 00
o [} o

[
o

-3

Pyrimethanil

@ C gloeosporioides silvestre
y 4,1176x + 0,3574

R*-0,2387

B C gloeosporioides
y 13,102x 15,278
R?=0,6549

C magna
y—22,153x + 62,442
R? 0,4472

1
Concentracion In (mg/L)

-

1

X C capsici
Yy 26,621x + 94,355

2.
- R*-0,799

3 5

Anexos 3. Eficacia del fungicida pyrimethanil en la reduccién del crecimiento de
micelio de C. gloeosporioides silvestre C. gloeosporioides, C. magna y

C. capsici.

120

100

Eficacia (%)
N
o

20

Pyraclostrobin

1

X
— ¥

4

1

— X T R? = 0,6449

@ C gloeosporioides silvestre

y - 11,758x + 44,552
R?*=0,7895

M C gloeosporioides

y — 8,1582x + 70,187
R?=0,6642

C magna

y - 15,163x + 63,086
R? - 0,5322

X C capsici
y - 11,395x + 30,708

3 5

Concentracién In (mg/L) |

Anexos 4. Eficacia del fungicida pyraclostrobin en la reduccién del crecimiento de
micelio de C. gloeosporioides silvestre C. gloeosporioides, C. magna y

C. capsici.
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Azoxystrobin
120 # C gloeosporioides silvestre
y = -4,2691x + 46,298
100 R? - 0,3544
B C gloeosporioides

& y - 19,8x + 76,674

£ R? - 0,864

5]

‘s 60

v

= C magna

- 40 y -3,359% + 69,82
RZ-0,0172

[ |
20 XC. capsici
X y=17,632x + 72,909
R? - 0,5955
0 -
3 1 1 3 5
Concentracién In (mg/L)

Anexos 5. Eficacia del fungicida azoxystrobin en la reduccién del crecimiento de
micelio de C. gloeosporioides silvestre C. gloeosporioides, C. magna y

C. capsici.
TrlﬂoxystrObln 4 C gloeosporioides
120 silvestre
y =3,6157x +9,7082
R?-0,1452
100 M C gloeosporioides
80 y=7,323x + 26,47
R?-0,1728
60 4.C. magna
40 N i y = 10,935x + 34,07
i X R?-0,3488
20 X C. capsici
*
y-6,4601x 5,6643
0 R-0,1168
3 -1 1 3 5

Anexos 6. Eficacia del fungicida trifloxystrobin en la reduccién del crecimiento de
micelio de C. gloeosporioides silvestre C. gloeosporioides, C. magna 'y
C. capsici.
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Anexo 7. Andlisis de regresion de las eficacias de 6 fungicidas sobre la reduccion del crecimiento de micelio de 3

44

especies del género Colletotrichum.

Fungicida Especie Ecuacién R*
C. gloeosporioides silvestre  y = 37,187x + 100 0,98 2,38E°
Procloraz C. gloeosporioides y =30,122x + 100 0,92 " 1,45
y = 40,201x + 100 0,08 2,90E°
C. capsici y = 40,222x + 100 0,91 1,99
C. gloeosporioides silvestre  y =13,328x —5,7117 0,77 1,60E™
Fludioxonil C. gloeosporioides y = 11,969x + 49,679 0,86 2,14Ej
C. magna y=21,165x + 57,068, 0,71 537E
C. capsici y = 40,222x + 100 0,97 6,55E°
C. gloeosporioides silvestre y=4,1176x + 0,3574 0,24 0,11
Pyrimethanil C. gloeosporicides y=13,102x - 15,278 0,65 0,01
C. magna y = 22,153x + 62,442 0,45 0,07
C. capsici y = 26,621x + 94,355 0,80 2,76E™
C. gloeosporicides silvestre y=11,758x + 44,552 0,80 4 25"
Pyraclostrobin C. gloeosporicides y = 8,1582x + 70,187 0,66 1,20E::
C. magna y =15,163x + 63,086 0,53 7.08E
C. capsici y = 11,395x + 30,708 0,64 1,80E™
C. gloeosporioides silvestre y = -4,2691x + 46,298 0,35 0,12
Azoxystrobin C. gloeosporicides y = 19,8x + 76,674 0,86 8,29
C. magna y = 3,359x + 69,82 0,02 0,76
C. capsici y=17,632x + 72,909 0,60 0,02
C. gloeosporioides silvestre y = 3.6157x + 9,7082 0,15 0,22
. . C. gloeosporicides = 7,323x + 26,47 0,17 0,31
Trifloxystrobin - &~ oo ona 5 = 10,935x + 34,07 0,35 0,04
C. capsici y = 6,4601x — 5,6643 0,12 0,41




Anexos 8. Comparacion de medias LSD Fisher {P< 0.05) de la determinacion de
inhibicion de micelio.

Andlisis de Ja varianza

Variable N R? REIA] ¢V
Eficiencia corregida 384 0,36 0,32 61,50

Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC tipa ill)

E.V. 5C gl CM F p-valor
Maodelo 211379,47 23 9190,41 8,90 <0,0001
Tratamiento 125706,69 5 25141,34 24,34 <0,0001
Especie 3142219 3 10474,06 10,14 <0,0001
Tratamiento*Especie  54250,59 15 3616,71 3,50 <0,0001
Error 371925,45 360 1033,13
Total 583304,92 . 383

Test: LSD Fisher Alfa =0,05 DMS = 11,17409
Error: 1033,1263 gl: 360

Tratamiento  Medias n E.E.

Procloraz 79,92 64 402 A

Pyraclostrubin 63,45 64 4,02 B

Fludioxonil 56,71 B4 4,02 B C

Azoxystrobin 52,18 64 4,02 C

Pirimethanil 38,39 b4 4,02 D
Trifloxystrobin 22,91 64 4,02 E

Letras distintas indican diferencias significativas {p<= 0,05)

Test: LSD Fisher Alfa=0,05 DMS$=9,12361
Error; 1033,1263 gl: 360

Especie Medias n E.E.
C. magha 59,16 96 3,28 A
C. capsici 56,82 96 3,28 A
C. gloeosporioides 56,36 96 3,28 A
C. gloeosporioides silvestre 36,70 96 3,28 B

Letros distintas indican diferencias significativas (p<= 0,05)
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Test:LSD Fisher Alfa=0,05 DM5=22,34819
Error: 1033,1263 gl: 360

Tratamiento Especie Medias n E.E.

Procloraz C. gloeosporioides 82,66 16 8,04 A

Procloraz C. capsici 81,58 16 804 AB

Pyraclostrobin C. gloeosporioides 79,58 16 804 ABC

Procloraz C. gloeosporioides silvestre 78,59 16 804 ABC

Procloraz C. magna 76,86 16 804 ABCD

Fludioxonil C. capsici 76,85 16 804 ABCD

Pyraclostrobin C magna 72,31 16 804 ABCD

Pyrimethanil C capsici 70,12 16 804 ABCD

Fludioxonil C. magna 67,80 16 804 ABCD

Fludioxonil C. gloeosporioides 63,46 16 804 ABCDE
Azoxystrobin  C. magna 59,39 16 8,04 BCDEF
Pyraclostrobin C. gloeosporioides silvestre 58,09 16 8,04 CDEF
Azoxystrobin (. capsici 57,34 16 8,04 CDEF
Azoxystrobin €. gloeosporioides 54,69 16 8,04 DEFG
Pyraclostrobin C. capsici 43,83 16 8,04 EFGH
Trifloxystrobin . magna 40,65 16 8,04 FGHI
Pyrimethanil C. magna 37,95 16 8,04 FGHIIJ
Azoxystrobin  C gloeosporioides silvestre 37,32 16 8,04 FGHII
Pyrimethanil (. gloeosporioides 34,27 16 8,04 GHI)
Trifloxystrobin C. gloeosporioides 23,53 16 8,04 HIJK
Fludioxonil C. gloeosporioides silvestre 18,73 16 8,04 1J K
Trifloxystrobin C. gloeosporioides silvestre 16,26 16 8,04 J K
Pyrimethanil (. gloeosporioides silvestre 11,21 16 8,04 K
Trifloxystrobin C. capsici 11,21 16 804 K

Letras distintas indican diferencias significativas {p<= 0,05}
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100,00
90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

Color amarillo (%)

Pyrimethanil (0,5 mL/L)
Pyrimethanil (0,6 mL/L)
I Fludioxonil (2 mL/L)

Procloraz (0,55 mL/L)

Procloraz (0,77 mL/L)
Pyraclostrubin (2 mL/L)
Pyraclostrubin (3mL/L)
Testigo comercial (1 mL/L)

& Testigo
17 20 23 26

Tiempo (Dias)

Anexos 9. Porcentaje de color amarillo de cascara en frutos de papaya con
diferentes tratamientos poscosecha.

120,00

100,00

80,00

60,00

Color naranja (%)

40,00

20,00

& Pyrimethanil (0,5 mL/L)
Pyrimethanil (0,6 mL/L)
£ Fludioxonil (2 mL/L)

Procloraz (0,55 mL/L)
Procloraz (0,77 mL/L)

8 Pyraclostrubin (2 mL/L)
Pyraclostrubin (3mL/L)
Testigo comercial (1 mL/L)

®Testigo

17 20 23 26
Tiempo (Dias)

Anexo 10. Porcentaje de color naranja en la pulpa de frutos de papaya con
diferentes tratamientos poscosecha.
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100,00
90,00
80,00
70,00
60,00
50,00
40,00
30,00
20,00
10,00

Firmeza (N)

0 14 i7 20 23 26
Tiempo (Dias)

Wi Pyrimethanil (0,5 mL/L)

B Pyrimethanil (0,6 mL/L)

# Fludioxonil (2 mL/L)

B Procloraz (0,55 mL/L)

® Procloraz (0,77 mL/L)

[ Pyraclostrubin (2 mL/L)
Pyraclostrubin (3mL/L)
Testigo comercial (1 mL/L)

Testigo

Anexo 11. Firmeza de cascara lado expuesto a la luz cascara en frutos de papaya

100,00
90,00
80,00
70,00
60,00
50,00

Firmeza (N)

40,00
30,00
20,00
10,00

,00

con diferentes tratamientos poscosecha.

0 14 17 20 23 26
Tiempo (Dias)

M Pyrimethanil (0,5 mL/L)

W Pyrimethanil (0,6 mL/L)

% Fludioxonil (2 mL/L)

M Procloraz (0,55 mL/L)

M Procloraz (0,77 mL/L)

B Pyraclostrubin (2 mL/L)
Pyraclostrubin (3mL/L)
Testigo comercial (1 mL/L)

X Testigo

Anexo 12. Firmeza de céascara lado de sombra en frutos de papaya con diferentes

tratamientos poscosecha.
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100,00

90,00

80,00 W Pyrimethanil (0,5 mL/L)

70,00 W Pyrimethanil (0,6 mL/L)
2 60,00 -— B Fludioxonil (2 mL/L)
8 50,00 —  mProcloraz (0,55 mL/L)
-a_g- 40,00 e W Procloraz (0,77 mL/L)

30,00 E— B Pyraclostrubin (2 mL/L}

20,00 Pyraclostrubin (3mL/L}

10,00 Testigo comercial {1 mL/L)

,00 B Testigo
0 14 17 20 23 26
Tiempo (Dias)

Anexo 13. Firmeza de cascara intermedio entre luz y sombra en frutos de papaya
con diferentes tratamientos poscosecha.

90,00 -
80,00
70,00 B Pyrimethanil (0,5 mL/L)
60,00 B Pyrimethanil (0,6 mL/L}
Z # Fludioxonil (2 mL/L)
5 50,00
N M Procloraz (0,55 mL/L)
£ 40,00
= # Procloraz (0,77 mL/L)
30,00 W Pyraclostrubin (2 mL/L}
20,00 Pyraclostrubin (3mL/L)
10,00 Testigo comercial (1 mL/L)
,00 W Testigo
0 14 17 20 23 26
Tiempo (Dias)

Anexo 14. Firmeza de pulpa expuesta a la luz en frutos de papaya con diferentes
tratamientos poscosecha.

49



M Pyrimethanil (0,5 mL/L)

B Pyrimethanil (0,6 mL/L)

W Fludioxonil (2 mL/L)

M Procloraz (0,55 mL/L)

Firmeza (N)
P-3
o
IS
o

® Procloraz (0,77 mL/L)

30,00
W Pyraclostrubin (2 mL/L)
20,00 R ,
Pyraclostrubin (3mL/L)
10,00 L. Testigo comercial (1 mL/L)
,00 M Testigo

0 14 17 20 23 26
Tiempo (Dias)

Anexo 15. Firmeza de pulpa lado de sombra en frutos de papaya con diferentes
tratamientos poscosecha.

80,00
70,00 —

B Pyrimethanil (0,5 mL/L)
60,00

B Pyrimethanil (0,6 mL/L)
50,00

M Fludioxonil (2 mL/L)

Firmeza (N)
=Y
o
(=)
o

0 14 17 20
Timepo {Dias)

23

30,00 -
M Pyraclostrubin (2 mi/L)
20,00 — R
Pyraclostrubin (3mL/L)
10,00 ® Testigo comercial (1 mL/L)
,00 M Testigo

26

M Procloraz (0,55 mL/L)
W Procloraz (0,77 mL/L)

Anexo 16. Firmeza de pulpa lado intermedio entre luz y oscuridad en frutos de
papaya con diferentes tratamientos poscosecha.
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14,00 — —

1200 -~ T e Pyrimethanil (0,5 mL/L)
& 10,00 Pyrimethanil (0,6 mL/L)
7]
()]
3 8,00 § Fludioxonil (2 mL/L)
35 \
E 6,00 . Procloraz (0,55 mL/L)
3 400 - . Procloraz (0,77 mL/L)

2,00 J] . Pyraclostrubin (2 mL/L)

| Pyraclostrubin (3mL/L)
,00
0 14 17 20 23 26 ki Testigo comercial (1
Tiempo (Dias) mL/L)

Anexo 17. Contenido de azucares solubles (Brix) en frutas de papaya con
diferentes tratamientos poscosecha.
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