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Resumen

Se realizaron tres visitas en diferentes fechas a una planta empacadora
de pifia en Pital de San Carlos, donde se hicieron tres muestreos en los sitios
de descarga de la fruta, empaque, entarimado, enfriamiento, almacenamiento,
ademas se tomaron muestras de las aguas de lavado y encerado. En cada
muestreo se colectaron 2 cajas con pifia y todo se desplazé al Laboratorio de

Tecnologia Poscosecha de la Universidad de Costa Rica.

Los principales microorganismos identificados fueron Penicillium, otros
hongos, bacterias, Aspergillus sp., Fusarium spp. y Trichoderma sp.,
recuperados tanto de las frutas como en las diferentes zonas de la planta

empacadora, asi como en las muestras de agua y ceras.

Se realizaron pruebas de patogenicidad en bracteas (hojas) de la
corona de pifia de los organismos recuperados con mayor frecuencia en los
muestreos y se observo que al inocular Aspergillus sp., Fusarium spp. y
Trichoderma sp., recuperados en los muestreos de la planta empacadora, no
se desarrollaron lesiones, mientras que al inocular los aislados de Penicillium
sin pigmentacion y Penicillium con pigmentacion roja, obtenidos en los
muestreos de las areas de planta empacadora, si se presentaron lesiones en
las bracteas, al igual que con el Penicillium sin pigmentacion, Aspergillus sp.,
Fusarium spp. y Trichoderma sp. aislados del corte de las frutas.

Se tomaron siete de los hongos que desarrollaron lesiones al inocularlos
en las bracteas de pifia y tres que no causaron lesiones y se inocularon en el
corte de la pifia y se evalud la severidad del moho en el corte. Los hongos que
presentaron la mayor severidad fueron Aspergillus sp. y Penicillium sin
pigmentacion, recuperados de la planta empacadora, y Fusarium spp.,
Penicillium con pigmentacion amarilla y Penicillium sin pigmentacion, aislados a

partir del corte de la fruta.

Se hicieron pruebas de sensibilidad in vitro al fungicida triadimefon de

seis diferentes aislados de los hongos Penicillium sp. y Fusarium spp., por ser



de los hongos con mayor frecuencia de recuperacion en la empacadora y corte
de la pifia, y de los que causaron mayor longitud de lesién en las hojas y mayor

severidad de moho en el corte.

Los aislados de Fusarium vy Penicillilum con pigmentacion roja
recuperados en la planta empacadora, mostraron los mayores porcentajes de
inhibicién en la germinacion de esporas, con las concentraciones efectivas
medias (CEsp) de 3,48 y 0,11 mg/L respectivamente, mientras que los menores
porcentajes de inhibicion se dieron con Fusarium del corte de la fruta (CEsp=
29,67 mg/L) y Penicillium con pigmentacién amarilla recuperado del corte de
las frutas (40,38 mg/L).

Con relacion al efecto del fungicida sobre el diametro de micelio, no se
observé efecto del fungicida, resultando las CEsy mayores a 100 mg/L por lo
que se concluyé que el fungicida no tuvo efecto sobre esta variable en los

aislados evaluados.
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1. Introduccion

La pifia es originaria de América del Sur, se caracteriza por ser una
planta xerofita, que pertenece a la familia de las Bromeliaceas, la formacion
de su fruto se da por la unién al eje central de 100 a 200 fruticulos que
toman una forma cilindrica o cénica. En contraste, la corona de hojas es una

continuacion del meristemo original (Jiménez 1999; Montero y Cerdas 2005).

El comportamiento de la pifia corresponde al de un fruto no climatérico.
Se comercializa en diferentes formas, ya sea procesada, enlatada, congelada

y deshidratada, pero la principal manera es como producto fresco.

Segun datos de PROCOMER (2012), en el 2008 se vendieron 1,5
millones de toneladas métricas de esta fruta con un valor de 566,8 millones de
délares. En el 2009 aumentaron las ventas, las cuales superaron por primera
vez a las exportaciones de banano, vendiéndose un total de $601,1 millones,
un 4,9% mas con respecto al 2008. Para el 2010 se alcanzé una cifra de
$665,9 millones por concepto de exportaciones de este fruto. En el afio 2011,
se vendieron $725, 768 millones y actualmente en el primer cuatrimestre del

2012, ya se ha exportado el equivalente a $202,927 millones.

Costa Rica es el mayor exportador mundial, con un area de siembra
bruta de 51000 hectareas. En contraste los principales importadores de la
fruta son EE.UU, Bélgica, Italia y Holanda (SIIM, 2009).

Actualmente los mercados para los productos frescos son muy
exigentes y los paises que los producen entran en fuertes competencias por
lo que deben de mantener la calidad para lograr venderlos (Saborio, 1998;
FAO, 2006).

Las condiciones ambientales y las practicas culturales a las cuales es
expuesta la fruta durante su desarrollo determinan la calidad de los productos
agricolas en la etapa poscosecha (Yahia y Higuera, 1992), por lo que un
adecuado manejo en esta etapa, puede evitar el deterioro de la calidad y con

esto lograr el objetivo de permanecer en los mercados.
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Dentro de las principales caracteristicas de calidad de la pifia en
poscosecha se encuentran la firmeza, color, uniformidad de tamafio, ausencia
de deterioro microbiano, ausencia de moho, ausencia de quemaduras de sol,

ausencia de golpes y dafio por insectos (Kader, 2007).

Los factores fisiologicos y patologicos influyen en el tiempo que un
producto fresco mantiene la calidad, relacionandose los fisiolégicos con la
respuesta de una planta o fruta a una situacion externa, mientras que los
patolégicos involucran el dafio principalmente de hongos y bacterias (Montero
y Cerdas, 2005).

El moho en el corte de la pifia, que afecta su calidad, se ha asociado
con dos organismos: Penicillium funiculosum y Fusarium spp., sin embargo, la
informacion documentada al respecto es minima. Tong y Rohrbach (1980)
mencionan que el Penicillium spp. es uno de los organismos causantes de
problemas en la etapa poscosecha en pifia, pero no lo asocian con el moho

en el corte.

Desde hace muchos afios para el combate de enfermedades en la
etapa poscosecha de la pifia se utilizan el fungicida triadimefon y las ceras.
Las ceras tienen como funcibn mantener y mejorar la apariencia, ya que
fisiologicamente actian como retardadores de los procesos fisiolégicos de
respiracion y oxidacion, lo que preserva la fruta mas alla del periodo natural
(Montero y Cerdas, 2005). En cuanto al fungicida, su uso busca disminuir el
crecimiento de micelio y esporulacion de los hongos. Segun el fabricante, su
accion es preventiva, curativa y erradicante, ademas favorece la cicatrizacién
lo que disminuye la entrada de patogenos (BayerCrop Science, 2004; Salazar,
2005; Agrimen, 2012).

Al afio 2010, no se encontrd informacion de ninguna investigacion
anterior sobre la eficacia del triadimefon en el control del moho en pifia, se
desconoce si en el pais se han hecho evaluaciones de la sensibilidad de los
aislamientos de los hongos a este fungicida, para el cual se ha observado en

algunos momentos que no es eficaz, por lo que esto podria ser una de las



razones por las que en algunas empacadoras, ya no utilizan este producto

para el tratamiento que se realiza al corte.



2. Objetivo General:
Identificar los principales organismos asociados al moho en el corte de

la pifia, evaluar su patogenicidad, presencia en una empacadora y la
sensibilidad de aislados al producto triadimefon.

2.a Objetivos Especificos:

1. Muestrear las poblaciones de organismos en diferentes puntos
de una planta empacadora de pifia.

2. Identificar los principales organismos asociados en la formacion
del moho en el corte de la pifia.

3. Evaluar la patogenicidad de diferentes aislados de los
principales hongos asociados al moho.

4, Determinar la sensibilidad de diferentes aislamientos de hongos
asociados al moho al fungicida triadimefon.



3. Revision de literatura

Entre las principales enfermedades poscosecha de pifia sefialadas por
Rohrbach (1994) en Hawaii y en orden de importancia estan: la pudricién
negra, pardeamiento interno (corazon marrén), mancha negra y mohos en la

superficie de la fruta.

3.a Pudricién negra

La pudricion negra aparece solo en los frutos maduros, siendo poco
afectados los frutos verdes y otras partes de la planta. Este problema es
comun en los viajes a mercados lejanos. Cuando la pifia es afectada por esta
pudricion, los tejidos adquieren una apariencia acuosa y color pardo
amarillento, el olor de la fruta es agradable debido a que la glucosa de la pifia
se fermenta. En la parte exterior, la cdscara desarrolla un color café claro y si

se presiona, el liquido de la fruta sale (Sancho y Baraona, 1998).

El hongo que causa esta enfermedad pertenece a la clase de los
Ascomycetes, su forma perfecta corresponde a Ceratocystis paradoxa y su
forma imperfecta se conoce como Thielaviopsis paradoxa (Sancho y Baraona,
1998; Alvarado et al. 2006).

Este hongo vive como saprofito en las partes muertas de la planta lo
que genera una gran cantidad de in6culo a la cosecha y tiene la capacidad de
sobrevivir de un afio al siguiente. Thielaviopsis paradoxa aprovecha las
heridas que puede tener la pifia para penetrar, provocando que los tejidos de
la pulpa que son afectados, se cubran con una capa negra formada por las
macrésporas del hongo. Las infecciones mas comunes tienen origen en el
corte, pero también se dan infecciones laterales iniciadas por golpes, ademas,
los fruticulos son entradas naturales que tiene el hongo (Sancho y Baraona,
1998; Alvarado et al. 2006).



Las temperaturas entre 21 y 31 °C y la humedad alta favorecen el
desarrollo de la pudricidn, mientras que temperaturas menores a 15 °C y

mayores a 34°C la reducen (Sancho y Baraona, 1998).

3.b Pardeamiento interno

El pardeamiento interno aunque es un desorden fisioldgico,
suceptibiliza al fruto al ataque de patdgenos que en condiciones normales no
lo afectarian. Se produce cuando la fruta se almacena a temperaturas
menores de 7°C, lo que favorece el desarrollo de manchas en la pifia que van
del café al negro, comenzando desde el corazén y avanzando hasta el centro,

con areas translicidas de apariencia acuosa (Kader, 2007).

Finalmente el dafio por frio segun Arauz (1998) produce cambios en los
lipidos de las membranas y la desnaturalizacion de enzimas. Estos procesos
dan como resultado el colapso de membranas y la muerte de los tejidos.

3.c Mancha negra

La mancha negra se caracteriza por el desarrollo de lesiones circulares
en la cascara, de centro negro y consistencia dura, siendo mayor la severidad
de la lesion en los frutos maduros. Esta enfermedad es causada por el hongo
Botryodiplodia theobromae, de la clase Deuteromycete, que sobrevive en los
restos de cosecha en el campo. EIl principal diseminador del hongo que
penetra a través de heridas es el viento, viéndose favorecida la enfermedad
por la humedad relativa alta y las temperaturas entre 25 y 35°C (Sancho y
Baraona, 1998).

3.d Pudricién de los fruticulos

Los fruticulos toman una coloracion café y se oscurecen, con un centro
acuoso grisaceo. Esta coloracion puede extenderse hasta dentro de los
tejidos, es considerada de nivel bajo cuando afecta de 1 a 5 fruticulos por

cada 100 y de nivel alto cuando hay mas de 25 fruticulos afectados. Esta



enfermedad es importante solo a niveles altos, y pocas veces afecta grandes

areas de pifia en el mundo (Rhorbach, 1994).

La pudricion de los fruticulos es causada por un complejo de hongos,
entre los que estan: Penicillium funiculosum, Fusarium moniliforme, Erwinia y
Pseudomonas ya sea individualmente o en grupo (Rhorbach, 1994, Montero y
Cerdas, 2005).

Con la presencia Penicillium funiculosum en la fruta se genera
formacion de corchos en los fruticulos, provocando frutos deformes que se

desechan antes del transporte a la planta (Rhorbach, 1994).

3.e Fermentacion de la fruta

Otro problema que se presenta en la etapa poscosecha es la
fermentacion en la fruta sobremadura, provocada por Saccharomyces spp.
Esta levadura entra a través de heridas, provocando que la pulpa se vuelva
blanda, de un color amarillo brillante e induciendo a la formacion de cavidades
con gas (CO;, y otros compuestos volatiles resultado de la fermentacion)
(Kader, 2007).

3.f Fusariosis

Enfermedad importante en Brasil, es causada por el hongo Ascomiceto
Fusarium guttiforme. El Fusarium provoca dafio en todas las partes de la
planta pero es mas destructiva en la etapa poscosecha, porque causa un
color opaco en la fruta con crecimiento de micelio y un exudado parduzco
(Ploetz, 2006), lo que ocasiona que visualmente no sea atractiva al
consumidor. La variedad MD-2 es susceptible a esta enfermedad (OIRSA,
2003).

Este hongo es facilmente dispersado por el viento, el agua e insectos.

Las flores son la principal via de entrada, pero en la etapa poscosecha el



hongo entra por las heridas causadas por insectos, maquinaria y otros
(OIRSA, 2003).

3.9 Mohos

Jiménez (1999), se refiere a los mohos como cualquier desarrollo de
hongos sobre la cascara o corona de la fruta que presente una apariencia

blancuzca, grisacea o de color marrén.

Las altas temperaturas y humedades relativas en almacenamiento
favorecen su desarrollo, causando el rechazo de la pifia para su

comercializacion.

Después de una busqueda exhaustiva sobre el moho en el corte de la
pifia en la etapa poscosecha, el cual, como se sefialé anteriormente, es una
de las principales causas de pérdida de calidad en la fruta producida en Costa

Rica, no se logré encontrar informacion.

La presencia del moho esta principalmente asociada en el pais con los
hongos de los géneros Penicillium y Fusarium, por lo que se considero incluir
como antecedentes, las referencias bibliograficas de investigaciones
desarrollados en otros cultivos, principalmente manzana y citricos, que se ven

afectadas por el hongo del género Penicillium.

El género Penicillium se caracteriza por producir conidios asexuales y
su inéculo se encuentra en el suelo, en la superficie de las plantas, atmésfera
y agua. Aunque Penicillium puede comportarse como un patdgeno latente,
generalmente es considerado un organismo que aprovecha las heridas de

plantas y frutas (Amiri y Bompeix, 2005).

En investigaciones en citricos realizadas por Holmes y Eckert (1999),
se evidencié que P. digitatum se caracteriza por tener un corto ciclo de vida
de 3 a 5 dias, produciendo aproximadamente en una sola fruta 1 a 2 billones
de conidios que se dispersan por corrientes de aire. Los frutos afectados son

fuente de inoculo para infectar a otros. La presencia de este hongo en la
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etapa poscosecha aumenta, lo que se refleja en una disminucion de la
calidad. Las frutas afectadas aumentan su tasa de respiracion y la produccion
de etileno enddégeno (Arauz, 1998; Macarisin et al. 2007) traduciéndose en
pérdidas econdmicas.

Un estudio realizado en manzanas mostré que durante la etapa de
precosecha, las esporas de Penicillium no sobrepasaron de 0,05 esporas por
cm™2. Posteriormente con 2 meses en almacenamiento, las poblaciones
contabilizadas estuvieron entre 50 y 200 esporas cm-2. Por (ltimo, en los
periodos largos de almacenamiento, la poblacion se incrementd hasta

alcanzar entre 400600 esporas cm-2 (Amiri y Bompeix, 2005).

La cantidad de esporas de P. expansum los tanques de agua de lavado
en manzana varid entre 1000 y 7000/mL (Blanpied y Purnasiri, 1968),
mientras que Spotts (1986) registrdé en una planta empacadora de pera, entre
10 a 100 conidios por mililitro. En esta misma investigacion se realizaron
inoculaciones, para evaluar la severidad del daflo que causaba este hongo a
la fruta, las concentraciones de Penicillium usadas fueron de 1x10° —1x10°
conidios/ mL, observandose que cuando la concentracion usada sobrepasaba

1000 conidios/mL, la infeccién disminuia en las peras tratadas.

Segun Giraud y Fauré (2000) citados por Amiri y Bompeix (2005),
poblaciones mayores a 2500 esporas de Penicillium por m® aumentan las
pudriciones de las frutas en los almacenes, esto se ve influenciado por las
condiciones de humedad y alta temperatura, ademds, las manzanas
infectadas se convierten en inéculo secundario, Io que aumenta la poblacion

de Penicillium en el aire.

Entre los factores que predisponen a que la manzana sea susceptible
en la etapa poscosecha a las pudriciones estan: edad de la fruta, la
separacion parcial de los tejidos de las lenticelas de la epidermis, que influye
positivamente para que los hongos entren en las frutas, ademas de un
repentino suministro de agua a las frutas después de un periodo de sequia
(Amiri y Bompeix, 2005).



Paul y Chen (2003) sefialan que en el caso de la pifia, cuando se
presenta una alta traslucidez en la fruta, se favorece las fugas del contenido
de los tejidos en el pedunculo, lo que lo mantiene humedo, lo que ayuda a

incrementar el crecimiento de Penicillium en poscosecha.

En manzana las medidas preventivas para el control de moho azul

segun Janisiewicz (1999) son:

e La desinfeccion de recipientes contaminados y maquinaria,
ademas del cambio de soluciones y aguas que se usan para

sumergir las frutas.

e Cosechar la fruta con madurez adecuada y almacenamiento en
frio tan pronto como sea posible, los recipientes en que se

recolecta la fruta deben estar protegidos de la lluvia.

e Evitar las lesiones de la fruta, especialmente el cuidado durante

el transporte del lugar de recoleccion a la planta empacadora.

e EI control quimico por medio de los fungicidas tiabendazol y
captan, siempre y cuando no se hayan identificado cepas

resistentes.

En los citricos se emplearon los fungicidas benomil y el tiabendazol
para el combate de P. digitatum (Brown, 1989; Bus et al.1991; Holmes y
Eckert, 1999; Rosenberger et al.1991; Spotts y Cervantes, 1986), sin embargo
actualmente se aplica el imazalil porque reduce la esporulacién del hongo y
es efectivo contra los biotipos de hongos resistentes a los benzimidazoles
(Brown, y Dezman, 1990; Smilanick et al.1997; Visintin et al. 2010). Otros
fungicidas empleados en la etapa poscosecha de los citricos son la

azoxistrobina, fludioxonil y pirimetanil (Kanetis et al.2007; Kinay et al. 2007).

Dentro de los fungicidas que se mencionan para proteger el corte de la
pifia estan los benzimidazoles y el triadimefon (Montero y Cerdas, 2005;
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Rhorbach, 1994). Rhorbach (1994) sefiala que el triadimefon controla

Ceratocystis paradoxa, causante de la pudricién negra.

Segun Ypema y Gubler (1997), el triadimefon se registr6 desde 1982
para el control de mildit polvoso, sin embargo, en una investigacion realizada
por estos mismos autores, los aislados del hongo Uncinula necator
presentaron cepas resistentes al triadimefon, resultados parecidos obtuvieron
McGrath y Shishkoff (2001) en cucurbitaceas, donde el mildid alcanzé un

80% de resistencia al triadimefon entre el afio 1991 a 1996.
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4. Materiales y métodos

4.a Localizacion
Los muestreos en las areas de almacenamiento, enfriamiento,

entarimado, empaque, zona de descarga de la fruta y las aguas de lavado y
encerado, se realizaron el 12 de octubre, 2 de noviembre, 23 de noviembre
del 2010, en una planta empacadora de pifia ubicada en Pital de San Carlos,
del Programa de Desarrollo Agroindustrial (PROAGROIN). Los trabajos de
laboratorio para la identificacion de organismos, patogenicidad y sensibilidad
al triadimefon de los hongos asociados con el moho, se llevaron a cabo en las
instalaciones del Laboratorio de Tecnologia de Poscosecha (LTP) del Centro

de Investigaciones Agrondémicas (CIA) de la Universidad de Costa Rica.

4.b Metodologia

4.b.1 Objetivo 1. Muestrear las poblaciones de organismos en diferentes
puntos de una planta empacadora de pifia.

El siguiente esquema presenta las diferentes operaciones que se
hacen a la pifia desde la llegada a la planta empacadora, hasta el momento
en que fue empacada. Los espacios marcados con asteriscos son los lugares
donde se realizaron los muestreos para este trabajo (zona de descarga,

empaque, entarimado, enfriamiento y almacén)
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Inspeccion de Clasilicacion por Empaque manual
calidad tamaiio y color 18 Kg/ caja**
Reribo en la planta Encerado y
.ém )acad:l)ra fungicida soloala Entarimado **
mi fruta **
Seleccion
Zona de descarga _ {eliminacidn de S . Transporte
- gl Enfriamiento ro .
/1 trutascon maritimo o aéreo
P defactos)
Lavado vy Elevador hacia Al I Carga de
handa de Almacen

desinfeccion *# contenedores

seleccion

Fruta desechada

Figura 1. Procesos de preparacion de la pifia fresca para exportaciébn en la planta
empacadora (Tomado y modificado de Montero y Cerdas, 2005).

e A) Muestreos de aguas de lavado y cera

e 1) Aguade lavado

Durante la descarga de la fruta, de los camiones a la pila con agua con
cloro a una concentraciéon 120-130 mg/L, se tomaron con ayuda de un beaker

6 submuestras de agua de aproximadamente 100 cc.

Se mezclaron todas las submuestras para hacer una sola muestra y
por ultimo se colocaron en tubos Eppendorf. Esto se repiti6 cada media hora
en tres ocasiones, en cada una de las 3 visitas realizadas a la planta
empacadora.

e 2)Ceras

En la planta empacadora muestreada, utilizan el sistema de encerado
por cascada, donde la solucién con cera se aplica solo a la fruta y no a la
corona, y esta cera es recirculada. De esta cera, se tomaron 6 submuestras,

se homogenizaron de la misma forma que las muestras de agua de lavado y
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colocaron en tubos Eppendorf. Se hicieron 3 repeticiones distribuidas cada

media hora.

Las muestras fueron colocadas en una hielera durante 8 horas, tiempo

requerido para el transporte al Laboratorio de Tecnologia Poscosecha.

e B) Muestreos en zona de descarga, empaque, entarimado,
enfriamiento y el almacenamiento

Para los otros puntos del proceso de pifia, como la zona de descarga,
empaque, entarimado, enfriamiento y el almacén, se colocaron 3 placas Petri
con Papa + Dextrosa + Agar (PDA) + acido lactico por cada uno de estos
lugares, dejando las placas expuestas por un minuto, tiempo utilizado por
Prunés y Torras (2001) y Gomez (2004) en evaluaciones de calidad de aire en

procesos de produccién y procesos de poscosecha respectivamente.

Posteriormente se les coloco papel Parafilm alrededor y se introdujeron
en una bolsa plastica, para ser transportadas y luego incubadas por 7 dias
bajo condiciones de ambiente. Transcurrido ese tiempo, se realizé un conteo
y posterior identificacibn de los principales organismos presentes en las

placas.

e C) Muestreo de fruta

En cada muestreo, se tomaron al azar de la zona de empaque, 2 cajas
con pifia con grado de color 1 y 2, que habian sido tratadas con cera y
fungicida (tal como se prepara para exportacion), para ser llevadas al

Laboratorio de Tecnologia Poscosecha para su almacenamiento.
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4.b.2 Objetivo 2. Identificar los principales organismos asociados en la
formacion del moho en el corte de la pifia.

e A)Proceso de muestras para las aguas de lavado y encerado

De cada una de las muestras de aguas y ceras, se tomd 1 mL con
ayuda de una micropipeta, el cual se coloc6 en un tubo de ensayo que
contenia 9 mL de agua destilada estéril, para lograr diferentes diluciones.

Los tubos de ensayo con las muestras se agitaron en el Vortex por un
minuto para homogenizar y luego, se tomaron 0,1 mL de cada uno de los
tubos para distribuirlos en 3 placas Petri con PDA+ acido lactico, con una
dilucion final de 10" y se repiti6 el mismo procedimiento para lograr una

dilucion de 102

Por ultimo se incubaron por 7 dias a 22 °C, después de los cuales se
hicieron conteos de colonias y posterior identificacion de los principales

organismos presentes en las placas.

e B) Proceso de muestras tomadas en zona de descarga, empaque,
entarimado, enfriamiento y almacenamiento

Por otra parte, las placas Petri expuestas durante 1 minuto en los
diferentes puntos de la planta empacadora, se almacenaron por 7 dias en
condiciones de ambiente en el Laboratorio de Tecnologia Poscosecha, para
luego hacer un conteo e identificacion de los principales organismos

presentes.

e C) Proceso de muestras de frutas

Las frutas muestreadas se almacenaron en una camara a una
temperatura de 7°C a 85-90% HR por 15 dias, luego de lo cual, se pasaron a

18°C por 3 dias mas, con el propdsito favorecer el desarrollo del moho y medir
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la incidencia (porcentaje de frutos con moho) y severidad. Para evaluar la

severidad se utilizo la siguiente escala:

0= 0% de moho.

1= de mas de 0 a menos de 25% con moho.
2= de 25% a menos de 50% con moho.

3= 50 a menos de 75% con moho.

4= de 75 a menos de 100% con moho.
5=100% con moho

Grado 3 Grado 4

Figura 2. Escala de la severidad del moho en el corte de las frutas de pifia (Tomada y
modificada de Gonzalez, 2006).

e D) Aislamientos a partir del corte de fruta almacenada

De las pifias que desarrollaron moho en el corte, se tomo un trozo y
coloco en un tubo de ensayo al que se le agreg6 agua destilada estéril y una
gota de Tween, se procedio a agitar para luego tomar 0,1 mL y distribuirlos en
placas Petri con el medio PDA + acido lactico, a las que se les colocé papel
Parafilm y se pusieron en la camara de incubacion, a 22°C. Siete dias
después se hizo una identificacién de los microorganismos asociados.
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e E) Anélisis de datos

Después del conteo de las en cada placa Petri, se calcul6 el numero de
unidades formadoras de colonia por mL en agua o cera muestreadas, se
obtuvo un promedio de lo encontrado en 3 placas Petri, lo cual fue graficado
para cada muestreo. De las placas de los muestreos que se hicieron en los
diferentes puntos de planta, y aislamientos a partir del corte, se hizo un
conteo e identificacion de las unidades formadoras de colonia presentes en

las placas Petri.

Con los datos de severidad del moho, se calcul6 un indice de

severidad, para lo que se uso la siguiente férmula:

indice de severidad (I1S) = (3 na/(N-1) t) x 100, donde:

n= numero de pifias en cada grado de severidad
a= grado de severidad (0 a 5)

N= numero de grados de la escala (6)

t= total de pifias evaluadas.

4.b.3 Objetivo 3. Evaluar la patogenicidad de los principales hongos
asociados al moho.

e A) Inoculacion en la parte basal de hojas de corona de pifia con
diferentes concentraciones de los hongos mas frecuentes.

Como cada fruta de pifia que se necesita para los ensayos es cara, se
propuso como parte de este estudio, hacer inoculaciones en hojas de corona
de pifia con los hongos aislados de frutos o recuperados en la empacadora, y
en caso de que se obtuviera una respuesta parecida a las inoculaciones en el
corte, poder usar ese material para bioensayos preliminares, reduciendo con
esto el costo y espacio requerido. Para lo anterior, se tomaron coronas de
pifia, se deshojaron con el cuidado de no rasgar las hojas, se lavaron con
agua, se sumergieron en cloro 1%, y luego se volvieron a enjuagar, se
secaron y se seleccionaron para aplicar las diferentes suspensiones con

esporas de hongos.
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Para la preparacion de la suspension de esporas de los diferentes
aislados de hongos, se consideraron los hongos encontrados con mayor
frecuencia en los muestreos a partir del corte de pifia o en los muestreos de la
empacadora, se procedi6 a agregarles agua destilada estéril y hacer un
raspado de esporas con un asa. Por otra parte, se colocé una gota de Tween
en un beaker al que se le puso una gasa y se trasvaso la suspension de las
esporas, para luego con ayuda de un agitador magnético agitar por lhora la
suspensioén. Posteriormente, en un hematocimetro se puso una gota de esta
suspension, se tap6 con un cubreobjeto y se coloco al microscopio para hacer
el conteo de las esporas del cuadrado principal central, repitiendo este paso
en tres ocasiones, con el fin de sacar un promedio de la concentracion de
esporas de la suspensiéon madre y proceder al célculo de la cantidad de
esporas presentes por cada mL, aplicando la siguiente férmula:

# esporas/mL en suspension madre=Promedio esporas en el cuadrado
principal central X 10000 (Frenchy Hebert, 1980).

A partir de las suspensiones madre, se prepararon suspensiones de
esporas de: 1.000 esporas/mL, 10.000 esporas/mL, 100.000 esporas/mL,
1000.000 esporas/mL, 10.000000 esporas/mL y un testigo, de los hongos
Penicillium sin pigmentacién, Penicillum con pigmentacion roja, Fusarium,
Trichoderma, Aspergillus recuperados de los muestreos realizados en la
planta empacadora y Fusarium, Trichoderma, Penicillium sin pigmentacion,

Aspergillus aislados a partir del corte.

Las bases de las hojas de las coronas de pifia se sumergieron en las
suspensiones de esporas de los diferentes hongos y luego se colocaron en
cajas plasticas herméticas limpias, a las que se les habia colocado en el
fondo, papel toalla y 150mL de agua destilada estéril, y papel aluminio. Las
hojas se dejaron incubando por 15 dias a temperatura ambiente (22°C), para
que se favoreciera el desarrollo de las lesiones y cuando esto paso, se hizo la
medicion (cm) de la longitud de la lesién en la base de las hojas, tomada a lo

largo de la hoja.
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Se utilizd6 un disefo irrestricto al azar con arreglo factorial con dos
factores, hongos y la concentracion de esporas, con 15 repeticiones por

tratamiento, donde cada hoja de corona de pifia constituia una repeticion.

Luego de que se hizo la evaluacion, de las hojas que presentaban
sintomas, se tomaron trozos de la zona de avance de la lesién, se partieron
en cuadritos, se desinfectaron con hipoclorito de sodio al 1% por un minuto,
luego se enjuagaron con agua, se secaron con papel toalla y se colocaron 5
trozos por cada hongo, en una placa Petri con el medio PDA + acido lactico y

se incubaron por 7 dias para después identificar los organismos recuperados.

e B)Inoculacion en corte de frutos de pifia

Se seleccionaron 10 aislados representantes de los hongos:
Aspergillus, Fusarium, Penicillium con pigmentacion amarilla, Penicillium sin
pigmentaciéon, y Trichoderma aislados del corte de las frutas, junto con
Penicillium sin pigmentacion, Penicillium con pigmentacién roja, Fusarium,
Trichoderma y Aspergillus recuperados en los muestreos de la planta

empacadora.

Luego se procedidé a hacer una suspension y conteo de esporas como
se describié anteriormente, y a partir de las suspensiones madre, se
prepararon las concentraciones de 0, 1.000, 10.000, 100.000 y 1000.000
esporas/mL de cada hongo, las cuales fueron asperjadas en el corte de la
pifia cosechada, que habia sido desinfectada con cloro en una concentracion
de 1,5 mL/L.

La pifia se almacen6 en cajas por dos semanas a 7 °C y luego 3 dias a
18 °C. El disefio experimental fue un irrestricto al azar con arreglo factorial de
dos factores, hongos y concentraciones de esporas, con 4 repeticiones por
cada tratamiento, cada repeticion estuvo constituida por 1 fruta de pifia, para
un total de 200 frutos.
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e C) Andlisis de datos

Para los datos de longitud de la lesion por las inoculaciones de esporas
de hongos en hojas de la corona, se hizo un analisis de varianza y separacion
de medias con la prueba de diferencia minima significativa, con ayuda del
programa Infostat, para comparar el efecto de los diferentes hongos y las
concentraciones y la interaccion entre esos factores. Se hizo una regresion
considerando la longitud de la lesion y las diferentes concentraciones de

esporas de cada hongo.

En el caso de la severidad del moho en el corte de las frutas inoculadas
con diferentes hongos y concentraciones, se hizo una transformacion de los
datos que se llama “rangos alineados” (*) y luego se realizé un analisis de
varianza. Por Ultimo se hizo un analisis de regresion considerando el
porcentaje de severidad del moho y las diferentes concentraciones de
esporas de cada hongo. Para las figuras, se utilizaron los datos no

transformados.

! (1)Navarro, J.2012.Comunicacién personal. Escuela de agronomia. Universidad de Costa
Rica
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4.b.4 Objetivo 4. Determinar la sensibilidad al fungicida triadimefon de
diferentes aislados de hongos asociados al moho en el corte de pifia.

e A) Evaluacion in vitro de eficacia del fungicida triadimefon sobre la
reduccién en la germinacion de esporas de hongos.

A partir de colonias de 6 diferentes aislados de Penicillium sp. y
Fusarium sp., principales hongos con los que se ha asociado el moho en el
corte de la pifia en Costa Rica, se prepararon las suspensiones madre de
esporas de los diferentes hongos, tal como se explicé en la seccion de
inoculacion de hongos en hojas y el corte de frutas de pifia, de las que luego
se tomaron diferentes alicuotas para mezclar con el fungicida y tener un
volumen final de 50 mL con 1000.000 de esporas/mL de Penicillium y de

50.000 esporas/mL de Fusarium.

Para la preparacion de la solucion madre del fungicida, se utilizd la
formulacion de triadimefon, Bayleton 25 WP, empleada en las empacadoras, y
a partir de esta, se tomaron alicuotas de diferente volumen para preparar
balones aforados de 50 mL con las concentraciones finales de 0, 1, 10, 100
mg/L del fungicida. Se utilizé dextrosa al 1% para la preparacion de todas las
concentraciones de fungicida que fueron evaluadas, para favorecer la

germinacion de las esporas.

Finalizada la preparacion y homogenizacion de las diferentes
concentraciones del fungicida con esporas de los hongos, se repartieron en 5
tubos Eppendorf y se pusieron en la camara de incubacion a 22 £2 ° C por 72
horas, luego con ayuda del microscopio, se contaron las esporas germinadas,
(se consider6 como espora germinada todo aquella que presentara el tubo
germinativo claramente formado). Se utilizaron 5 repeticiones por cada
tratamiento, y se hicieron 10 conteos por cada tratamiento, considerando el

numero de esporas totales y el numero de esporas germinadas.
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e B) Evaluacion in vitro de eficacia del fungicida triadimefon sobre la
reduccién en el diametro de la colonia de hongos.

Se prepard una solucion madre concentrada con el fungicida, a partir
de la cual se tomaron alicuotas de diferente volumen que se combinaron en
un balén aforado con PDA a 60°C, agitandose, hasta homogenizar

obteniéndose las concentraciones finales de 0, 1, 10, 100 mg/L para evaluar.

En las placas Petri conteniendo el triadimefon en diferentes
concentraciones, se colocé un disco de 0,8 cm de didametro de micelio de
cada uno de los hongos. Las placas Petri fueron selladas con papel Parafilm y
se colocaron en una incubadora por 7 dias a 22 +2 °C, luego se les midio el
diametro menor y mayor de la colonia, con los resultados se hizo un promedio

de los diametros. Se utilizaron 5 repeticiones por cada tratamiento.

e C) Andlisis de datos

Con los datos obtenidos en las pruebas de germinacién de esporas y
de diametro de colonia para cada uno de los hongos, se calcul6 un promedio
del porcentaje en la reduccién en la germinacion de esporas o reduccion del
diametro de colonia en comparacion con el testigo para cada una de las dosis
de fungicidas (1, 10,100 mg/L), con estos valores se calcul6 la concentracion
efectiva media (CEso) por medio de la regresion lineal del logaritmo natural de
la concentracion de fungicida y el porcentaje de inhibicién en la germinacion

de esporas o inhibicién del diametro de la colonia.
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5. Resultados y Discusién

5.a) Muestreos en la planta empacadora

5.a.1 Muestreos de aguas de lavado y ceras

e Primer muestreo

Las unidades formadora de colonias (UFC) de organismos encontradas
en las muestras de aguas de lavado del primer muestreo (figura 3), variaron
bastante para los diferentes tiempos y fluctuaron entre 3.500-8.000 UFC de
Penicillium sp., 0-4.000 UFC de lo que se denomind otros hongos (grupo
conformado por diversos hongos recuperados en menor frecuencia y que en
muchos casos, no llegaban a esporular), 0-7.000 UFC de bacterias, 0-2.500
UFC de Trichoderma sp., 500-4.500 UFC de Fusarium spp., mientras que en
el caso de las ceras, el Penicillium presenté 500.000 UFC/mL en la primera
muestra que se tomo, sin detectarse a los 30 minutos y volviéndose a
registrar en el minuto 60 con 343.000 UFC. También se recuperaron bacterias
(0-171.400 UFC), Trichoderma (0-4.000 UFC), Fusarium (0-4.500 UFC) y
Aspergillus (10.000-15.000 UFC).

Con este método, en algunas repeticiones de las diluciones se
obtuvieron colonias, mientras que en otras placas no se recuperé ningun
organismo, por lo que quizas seria recomendable, aplicar 1 gota con Tween
80 antes cuando se estan procesando las muestras.
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Primer muestreo de aguas y ceras (5/10/2010)
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Figura 3. Unidades formadores de colonias (UFC) encontradas en las aguas de lavado y
ceras en el primer muestreo realizado en la planta empacadora.

e Segundo muestreo

En la figura 4, se puede observar los microorganismos recuperados en
el segundo muestreo, en la que se nota la presencia de microorganismos
tanto en las aguas de lavado como en la cera, pero en menor cantidad en la

cera al compararse con el primer muestreo.

Segundo muestreo de aguas y ceras (26/10/2010)
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Figura 4. Unidades formadores de colonias (UFC) encontradas en las aguas de lavado y
ceras en el segundo muestreo realizado en la planta empacadora.
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Con respecto a las aguas de lavado, los microorganismos detectados
en orden decreciente fueron bacterias (0-21.000 UFC), Penicillium (0-10.000
UFC), Fusarium (0-1.000 UFC) y otros hongos (0-1.000 UFC). En las ceras se
aislaron otros hongos en cantidades que fluctuaron entre 10.000 y 20.000
UFC, bacterias con 4.000-9.000 UFC, Aspergillus entre 0 y 5.000 UFC,
Fusarium entre 0 y 5.000 UFC y 2.000-4.000 UFC de Penicillium.

e Tercer muestreo

En el tercer muestreo (figura 5), se observa que la cantidad de
organismos presentes disminuyd en comparacion a los muestreos anteriores.
En las aguas de lavado se detectd: Aspergillus (0-10.000 UFC), Penicillium
(4.000-7.500 UFC), otros hongos (0-5.000 UFC) y bacterias (0-5.000 UFC),
mientras que en la cera se recuperaron: Aspergillus (0-5.000 UFC), bacterias
(0-19.000 UFC), Penicillium (1.500-4.500 UFC), Fusarium (0-5.000) y otros
hongos (2.000-3.000 UFC).

Un detalle interesante fue que Aspergillus sp., solo se logré recuperar

en la dilucion de 1072

Tercer muestreo de aguas y ceras (16/11/2010)
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Figura 5. Unidades formadores de colonias (UFC) encontradas en las aguas de lavado y
ceras en el tercer muestreo realizado en la planta empacadora.
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En las aguas de lavado de las empacadoras, se pueden acumular
esporas que se encuentran sobre la superficie de la fruta que proviene del
campo, ademas las aguas pueden ser contaminadas por tierra o residuos de
cosecha que vienen en las cajas (Michailides y Spotts, 1986).

De acuerdo con las figuras 3, 4 y 5, con excepcion del segundo
muestreo, las aguas de lavado presentaron menor cantidad de organismos en
comparacion con las ceras, esto puede ser porque en las aguas de lavado de
la planta empacadora muestreada, utilizaban el cloro en las concentraciones
de 120 a 130 mg/L, concentraciones que lograban mantener mediante un
sistema automatico de inyecciéon de esta sustancia, lo que pudo ayudar a
mantener bajas las poblaciones de microorganismos. El uso del cloro es una
practica comun en la mayoria de las plantas empacadoras de pifia (Montero y
Cerdas, 2005), sin embargo, tal como lo sefialan Michailides y Spotts (1986),
aungue en las aguas se usen sustancias desinfectantes, siempre se logran

recuperar esporas viables tal como se observo en los 3 muestreos realizados.

En el primer muestreo se encontr6 el mayor numero de UFC de
microorganismos, en comparacion con los dos restantes, lo que se relaciona
principalmente con las acciones que tomaron los encargados de la planta al
conocer el resultado del primer muestreo, las que incluyeron un lavado mas
riguroso de los tanques, revision y limpieza de los filtros usados para la cera.
También se debe considerar que las estaciones del clima afectan la densidad
de hongos en el aire y sobre la superficie de la fruta, la estacion lluviosa es
mas favorable al desarrollo de hongos, produccion de esporas y dispersion
(Alvindia et al. 2006), lo que seria importante poder determinar en pifia en un

estudio mas prolongado en el tiempo.

Penicillium fue uno de los organismos, en conjunto con las bacterias,
que se encontrdo con mayor frecuencia en las aguas de lavado y ceras en la
empacadora de pifia. Segun Spotts y Cervantes (1986), es comln encontrar
Penicillium en el suelo, en el aire y en pilas de lavado de plantas
empacadoras, con lo que también coinciden Sanderson y Spotts (1995) para

el caso de las empacadoras de peras y manzanas.
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En el caso de pifia, se han descrito aislados de Penicillium que pueden
desarrollar diferentes pigmentaciones en el medio de cultivo, como es el caso
de P. funiculosum, que desarrolla un pigmento rojo y que en conjunto con
Fusarium moniliforme, esta asociado con una enfermedad que produce
pudricion de los fruticulos llamada “fruitlet core rot” en diferentes cultivares de
pifia (Rohrbach y Pfeiffer, 1976). En este trabajo, se encontraron diferentes
tipos de colonias de Penicillium que producian diferentes coloraciones en el

medio de cultivo, asi como colonias sin pigmentos.

Las cantidades de UFC de Penicillium detectadas durante los tres
muestreos fueron mayores en comparacion con las reportadas por Blanpied y
Purnasari (1968), quienes encontraron poblaciones de P. expansum en las
aguas de lavado de la manzana comprendidas entre las 1.000 y 7.000
UFC/mL, con un incremento de las pudriciones conforme se aumenta la
cantidad de in6culo del hongo Penicillium, sin embargo, la respuesta a una

misma cantidad de esporas vario segun la época en que se desarrollo la fruta.

Finalmente en las ceras, ademas de Penicillium, también se aislaron
Fusarium, Aspergillus, Trichoderma, otros hongos y bacterias. En el caso de
las ceras, ademas de que no se le incorpora ningun desinfectante, se
recirculan, lo que favorecié la acumulacién de restos de tejido donde se
encuentran los organismos, lo que explica que en estas haya mas cantidad de

microorganismos en comparacion a las aguas de lavado.

Las bacterias fueron de los grupos de organismos que se recuperaron
con mayor frecuencia de las ceras, lo que puede estar relacionado con lo que
seflala Arauz (1998), que son los organismos mas numerosos en los
agroecosistemas y seria importante conocer cuéles son los efectos de las que

se recuperaron mayoritariamente sobre la calidad de la fruta.

Amiri y Bompeix (2005) sefialan que aunque altos niveles de esporas
en el aire de las empacadoras de manzana no necesariamente resultan en
una alta incidencia de pudriciones, se han dado problemas serios aun a bajas

densidades de esporas en el aire (<2500 esporas/m?), especialmente cuando
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la fruta es almacenada a alta humedad, lo que es una situacion comun
durante el almacenamiento de la pifia, especialmente después del transporte,
cuando la fruta es sacada de los contenedores para la distribucién a los
mercados, dandose una alta condensacion de agua, por lo que seria
importante como medida preventiva, reducir la cantidad de esporas a las que
se expone la fruta antes del almacenamiento, dado que esa condicidn de alta

humedad siempre se va a presentar para este producto.

5.a.2 Muestreos en zona de descarga, empaque, entarimado,
enfriamiento y el almacén.

e Primer muestreo

En la figura 6, se puede observar que Penicillium, otros hongos y
bacterias, fueron los organismos mas comunmente encontrados en la mayoria
de las areas muestreadas. La zona donde se descargd la fruta de los
camiones a las pilas de lavado, asi como el sitio donde se arman las tarimas,
fue donde se recuperaron en mayor cantidad y diversidad los organismos.
Penicillum se encontr6 en todos los lugares, menos en las bodegas de
almacenamiento. Trichoderma se registré en las areas de entarimado y zona
de descarga, en cuanto Fusarium, este fue encontrado Unicamente en la zona

de descarga.
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Primer muesteo en la planta empacadora (5/10/2010)
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Figura 6. UFC de microorganismos encontrados en los diferentes puntos de la planta
empacadora en el primer muestreo.

e Segundo muestreo

Se encontrd Penicillium en todas las areas de la planta empacadora,
otros hongos, estuvieron presentes en las areas de enfriamiento, entarimado
y zona de descarga. En comparacion al primer muestreo, las bacterias solo se
encontraron en la zona de descarga. Por ultimo no se recuperaron Fusariumy
Trichoderma, pero si se identific6 Aspergillus. Nuevamente, la zona de

descarga fue donde se encontré mayor diversidad de organismos.
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Segundo muestreo en la planta empacadora (26/10/2010)
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Figura 7. UFC de microorganismos encontrados en los diferentes puntos de la planta
empacadora en el segundo muestreo.

e Tercer muestreo

En la figura 8 se muestra que el Penicillium se registr6 en mayores
cantidades en las areas de almacén, empaque, enfriamiento y entarimado. El

grupo denominado otros hongos estuvo presente en el entarimado y zona de

descarga.
Tercer muestreo planta empacadora (16/11/2010)
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Figura 8. UFC de microorganismos encontrados en los diferentes puntos de la planta
empacadora en el tercer muestreo.
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En cuanto a las bacterias, en este muestreo solo se identificaron en el
empaque y zona de descarga. Trichoderma se encontré Unicamente en
empaque, mientras que el Fusarium estaba presente en el almacén y zona de
descarga. Por ultimo, el Aspergillus se detecté solamente en el entarimado y
zona de descarga.

La empacadora muestreada no estaba completamente cerrada, solo en
las zonas de empaque y almacenamiento. Ademas, muchos de los residuos
de desecho permanecian acumulados cerca de la zona de descarga, lo que
explica las capturas de los diferentes organismos que se hicieron en las
diferentes partes muestreadas. Sin embargo, la cantidad de organismos
capturados al exponer placas de Petri con medio de cultivo PDA durante 1
minuto, se considerd relativamente baja en comparacién con lo obtenido en
las aguas de lavado y cera, por lo que quizas seria importante aumentar los
tiempos de exposicion de las placas de Petri durante los muestreos y

comparar los resultados obtenidos con diferentes tiempos de exposicion.

Aunque los muestreos realizados en las plantas empacadoras se han
hecho tradicionalmente mediante la exposicion de placas de Petri con medio
de cultivo por un minuto en los diferentes ambientes de las empacadoras
(Prunés y Torras, 2001 y Gobmez, 2004), en la mayoria de las
investigaciones actuales se emplean para las capturas de esporas, lo que se
denomina aerobiocolector (Amiri y Bompeix, 2005), aparato que permite
tomar las particulas bacterianas y flngicas viables de un volumen de aire
conocido y preciso, succionando 100 L de aire / minuto, pasandolo a traves
de una capa perforada y lo deposita en una placa conteniendo 10 mL de
medio de cultivo (Cosemar, 2009), lo que podria ser mas eficiente que el

método pasivo que se uso en este estudio.

En el caso de citricos, Holmes y Eckert (1999) mencionan que
Penicillium es un hongo que puede producir de 1 a 2 billones (10°% de
conidios, los cuales se distribuyen principalmente a través de corrientes de
aire, requiriendo un minimo de 0,5 m/s de velocidad del aire para que se
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despeguen los conidios de los conidiéforos (Leigh, 2008), lo anterior podria
ayudar a comprender que Penicillium sp. fuera uno de los organismos
recuperados en mayor cantidad en la planta empacadora. Aspergillus al igual
gue Penicillium, es un hongo que puede estar presente en el suelo y en el

aire, segun Eltem (2004), pueden aparecer juntos.

Otro organismo detectado, Trichoderma, se caracteriza por estar
presente en casi todos los suelos y habitats distintos (Ujor et al. 2012),
ademas se le considera un hongo saprofito, y actualmente es muy comun que
los agricultores de pifia, lo utilicen como controlador biolégico, lo que

explicaria su presencia en los muestreos.

La presencia de estos hongos en diferentes puntos de la empacadora,
pueden constituirse en fuentes de contaminacion y factores que declinen la
calidad de la pifia durante el almacenamiento y transporte a los mercados de

destino.

En el caso de los citricos, se sefiala que las medidas de limpieza en la
empacadora son muy importantes y no resultan caras al compararse con el
impacto que tienen en la reduccién de las pérdidas (Brown y Miller, 1999). En
el caso de las empacadoras de pifia, especialmente las pequefias y
medianas, donde puede haber menos experiencia con aspectos sanitarios
durante el empaque y almacenamiento, se debe de enfatizar mas sobre la
importancia de los organismos presentes y sus niveles, de manera que esto
permita tomar las medidas sanitarias preventivas, para reducir las

posibilidades de que las esporas puedan llegar a la fruta.

Brown y Miller (1999), sefialan que las medidas de limpieza remueven
in6culo de P. digitatum, P. italicum, Geotrichum candidum y especies de
Phytophthora, que pueden acumularse y multiplicarse en el ambiente de
empaque de los citricos. La erradicaciéon completa es dificil de lograr y no es
necesaria para una reduccion significativa de las pudriciones, aunque si existe
un nivel de indculo requerido en los sitios de infeccion para inducir a la

enfermedad.
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5.b Muestreo de fruta

Se encontr6 que en las cajas con pifia, al finalizar 15 dias de
almacenamiento a 7°C, no se desarroll6 moho (cuadro 1), lo que se relaciona
con las bajas temperaturas, que ayudan a prolongar la vida poscosecha (Dhar
et al. 2008). Segun Spotts et al. (1998), las heridas de las frutas pueden

cicatrizar en ambientes frios y humedos.

Cuadro 1. Incidencia y severidad de moho en frutos de pifia en diferentes muestreos.

Muesteo Salida de camara (72C) 3 Dias despues (182C)
Incidencia |[Severidad Incidencia |Indice de Severidad
1 0 0 100% 43,8
2 0 0 100% 85,4
3 0 0 100% 64,1

En los 3 muestreos, se obtuvo que después de los 3 dias a 18°C, la
incidencia del moho fue del 100% en las frutas, con indices de severidad
altos, favorecidos por el aumento de la temperatura y condensacion de agua,
lo que afecta la apariencia de la pifia y es castigado en los mercados. Esta
situacion es la que se da cuando la pifia llega a los mercados y es sacada de

los contenedores.

Los organismos identificados en los aislamientos de los cortes con
moho fueron Penicillum con pigmentaciéon amarilla y roja, Penicillium sin
pigmentacién, Fusarium, Aspergillus, Trichoderma, otros hongos y bacterias,
coincidiendo con los organismos recuperados en las aguas de lavado, ceray
diferentes sitios de la empacadora.

Bartholomew et al. (2003) sefialan que la pudricién negra y el dafio por
frio, son los dos factores mas importantes que afectan la calidad del cultivar
de pifia Cayena Lisa, sin embargo, en la pifia var. Dorada Extra Dulce
evaluada, el moho en el corte fue el factor que mas afecto6 la apariencia de la
fruta. Aunque la pifia habia recibido el tratamiento con cera y fungicida, al
elevarse la temperatura de almacenamiento, el fungicida no protegio y el

moho se desarrollé abundantemente.
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La mayoria de los mohos son saprofitos inocuos, que vive de materia
organica muerta, aunque algunos de ellos son patégenos de plantas (Ujor et
al. 2012), o como en este caso, pueden afectar la estética de la pifia, como

Penicillum, Aspergillus, Fusarium y Trichoderma identificados en el corte.

El crecimiento de mohos puede inducir a la acumulacién de
micotoxinas (Rodriguez, 2004), por lo que la presencia de este crecimiento de
organismos en las frutas, puede dejar de ser un dafio estético en la pifia y

convertirse en un potencial dafio para la salud humana.

Los mohos que pueden ser toxicos son los relacionados con los
géneros Aspergillus, Fusarium y Penicillium (Calvo, 2001), puesto que, en un
estudio realizado por Dombrink y Mcgovern (2007), son los que producen

mayor cantidad de micotoxinas.

Segun Whitlow y Hagler, (2002) las micotoxinas son metabolitos
secundarios producidos por hongos, las cuales se caracterizan por tener un
peso molecular variable, al ser metabolitos secundarios, su velocidad de
produccion depende de la temperatura, viéndose favorecida a altas
temperaturas (Calvo, 2001).

5.c Inoculaciones

e A) Inoculacion de la parte basal de las hojas de pifia a diferentes
concentraciones de los diferentes hongos.

Se encontraron diferencias significativas (p<=0,05) (después de 15
dias a temperatura ambiente) entre los hongos inoculados y las
concentraciones de esporas, sin embargo, las interacciones de estos factores

no resultaron significativas.

Aspergillus, Fusarium y Trichoderma encontrados en los muestreos de
las areas de planta empacadora (figura 9), no provocaron lesiones en las

hojas inoculadas. En cambio el Penicillium con pigmentacion roja y Penicillium
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sin pigmentacion, recuperados en los muestreos de las areas de planta
empacadora, si indujeron lesiones en las hojas, al igual que el Penicillium sin
pigmentacién, Aspergillus, Fusarium y Trichoderma recuperados del corte de
las frutas.

Penic sin pig-corte e
Penic sin pig-planta de
Penic pigroja-planta de
Fusarium-corte cd

Trichoderma-corte bc

Hongos

Aspergillus-corte b
Aspergillus-planta | a
Fusarium-planta |2

Trichoderma-planta |2

0 0,1 0,2 0,3 0,4 0,5 0,6
Longitud de la lesion (cm)

Figura 9. Longitud de la lesion en la base de hojas de corona de pifia inoculadas con
diferentes hongos recuperados en los muestreos. Letras diferentes indican diferencias
significativas (p <=0,05) segun la prueba de diferencia minima significativa.

Con relacién a la concentracién de esporas inoculadas, se encontraron
diferencias significativas, conforme se aumento la concentracion de esporas,
se aumento la longitud de la lesion, que fue medida desde la base de la hoja

hasta donde se prolong6 la lesion (figuras 10 a 15).
En el caso de las esporas de Aspergillus (figura 10), recuperado en el

corte de la fruta, la longitud de las lesiones lograda con la inoculacién con

100.000 esporas/mL fue mayor que la obtenida en el tratamiento testigo.
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Concentracion de esporas (log)

Figura 10. Longitud de la lesién en la base de hojas de corona de pifia desarrollada por la
inoculacién de diferentes concentraciones de esporas de Aspergillus (aislado del corte de la
fruta).

Con Fusarium aislado del corte (figura 11), se encontré que a partir de
la inoculacién con 100.000 esporas/mL, se obtuvo una lesidn mayor a la

observada en el tratamiento testigo.

Longitud de lesién - Fusarium corte -

[EY
J

0,9 -
0,8 -
0,7 -
0,6 -
0,5 1 y=0,0695x + 0,1289
0.4 - R2=0,9568
0,3 -
0.2 4
0,1 -

Longitud de la lesion (cm)

Concentracion de esporas (log)

Figura 11. Longitud de la lesién en la base de hojas de corona de pifia desarrollada por la
inoculacién de diferentes concentraciones de esporas de Fusarium (aislado del corte de la
fruta).
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En las inoculaciones hechas con el Penicilium que desarrollé
pigmentacién roja en medio de cultivo (figura 12), y el Penicillium sin
pigmentacién (figura 13), recuperados de los muestreos en planta
empacadora, la longitud de la lesion aumenté significativamente con respecto

al testigo, a partir de las inoculaciones con 10.000 esporas/mL.

1 - Longitud de lesidn - Penicillium con pig roja plant emp-

0,9 ~
0,8 A
0,7 A *
0,6 A
0,5 y=0,0745x + 0,1211
0,4 A R2z=0,9061
0,3 T
0,2 +
0,1 1

Longitud de lalesion (cm)

Concentracion de esporas (log)

Figura 12. Longitud de la lesién en la base de hojas de corona de pifia desarrollada por la
inoculacién de diferentes concentraciones de esporas de Penicillium con pigmentacion roja
(recuperado en la planta empacadora).
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Figura 13. Longitud de la lesién en la base de hojas de corona de pifia desarrollada por la
inoculacién de diferentes concentraciones de esporas de Penicillium sin pigmentacion
(recuperado en la planta empacadora).
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En la figura 14, se nota que en el caso de las inoculaciones con el
aislado de Penicillium sin pigmentacién, recuperado del corte de la pifia, la
diferencia de la longitud de la lesién con respecto al testigo se dio a partir de
la inoculacion con 1000.000 esporas/mL. Este fue el aislado que causé la

mayor longitud de lesion, con 0,87 cm.

Longitud de lesiéon - Penicillium sin pig corte -
—~ 1 A
£
o 0.9 - *
.
:5 0.8
E 0.7 A
< 0.6 A
2 05 - y =0.1115x + 0.027
Rz =0.8101
T 04
2
&> 0.3 1
5 0.2 3
-
0.1 A
0 T T T 1
0 2 4 6 8
Concentracién de esporas (log)

Figura 14. Longitud de la lesion en la bases de hojas de corona de pifia desarrollada por la
inoculacién de diferentes concentraciones de esporas de Penicillium sin pigmentacion
(aislado del corte de la fruta).

En las inoculaciones realizadas con el hongo Trichoderma recuperado
del corte (figura 15), fue a partir de las concentraciones de 1000.000 de
esporas/mL, que las lesiones se diferenciaron estadisticamente con el

tratamiento testigo.
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Concentracion de esporas (log)

Figura 15. Longitud de la lesién en la base de hojas de corona de pifia desarrollada por la
inoculacién de diferentes concentraciones de esporas de Trichoderma (aislado del corte de la
fruta).

Cuadro 2. Concentraciones de esporas de diferentes hongos inoculados que indujeron
lesiones en las hojas mayores a las observadas en el testigo.

Inoculacion en base de hojas
Hongo |[ ] en la que se not6 diferencia con el testigo R?

Planta empacadora

P. con pig roja 10.000 0,9
P. sin pigmentacion 10.000 0,89
Corte

Aspergillus 100.000 0,87
Fusarium 100.000 0,95
P. sin pigmentacion 1.000.000 0,81
Trichoderma 1.000.000 0,93

De acuerdo con los anteriores resultados, los aislamientos de
Penicillium con pigmentacion roja, Penicillium sin pigmentacion, recuperados
de los muestreos de la planta empacadora, fueron los que requirieron menor
concentracion de esporas (10.000/mL) para ocasionar lesiones en las hojas
de pifia inoculadas. Blanpied y Purnasiri (1968), encontraron que en el caso
de P. expansum en manzana, las pudriciones en la fruta se incrementaron
rapidamente, en un 50%, con niveles de 2.000 esporas/mL presentes en las
pilas de lavado, y observaron que el incremento fue lineal y mas lento cuando

la concentracion fue de 15.000 esporas/mL.
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Como se aprecia en el cuadro 2, a partir de los aislamientos que se
hicieron en el medio de cultivo de PDA de las lesiones que se dieron en las
hojas inoculadas, tanto el aislado de Penicillium sin pigmentacion como el
aislado de Penicillium con pigmentacién roja recuperados en la planta
empacadora, asi como el Penicillium sin pigmentacion recuperado en el corte,
se obtuvo un 100% de aislamientos de estos organismos, lo que confirma su
relacion con el desarrollo de la lesiéon. Igual acontecié con el Aspergillus
recuperado en el corte.

Cuadro 3. Porcentaje recuperado de los hongos aislados en el medio de cultivo PDA (papa-
dextrosa-agar) a partir de lesiones desarrolladas en hojas inoculadas con los hongos
recuperados con mayor frecuencia en muestreos.

% de microorganismo recuperado

Microorganismo inoculado P.sin pigmentacién |P.pigmentado |Trichoderma |Fusarium |Aspergillus

Penicillium sin pig - planta 100% 0% 0% 0% 0%
Penicillium sin pig - corte 100% 0% 0% 0% 0%
Penicilium con pig roja-planta 0% 100%) 0% 0% 0%
Aspergillus - corte 0% 0% 0% 0% 100%)
Fusarium - corte 14%) 0% 0% 86%) 0%
Trichoderma - corte 33% 0% 67%) 0% 0%

En cambio para las lesiones que se dieron a partir de las inoculaciones
con Fusarium recuperado en el corte, el 86% de los trocitos de los que se
hicieron los aislados, presentaron Fusarium, pero en el 14% lo encontrado fue
Penicilium sin pigmentacion. Algo semejante pasé con Trichoderma
recuperado en el corte, para el cual el 67% de los reaislados fue
Trichoderma y un 33% correspondié a Penicillium sin pigmentar, sin embargo,
los niveles de reaislamiento podrian considerarse altos, lo que también

confirma su asocio con la causa de la lesion (Lim y Rohrbach, 1980).

El desarrollo de las lesiones en las hojas de pifia inoculadas con los
hongos recuperados en corte y planta empacadora fue lento, en comparacion
con el desarrollo del moho en el corte, que como se sefiald, se observo a los
3 dias de sacada la fruta del almacenamiento en frio. Sin embargo, estos
resultados preliminares de las inoculaciones y el desarrollo de lesiones en
hojas muestran la prueba como una herramienta promisoria que puede seguir

siendo estudiada.
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e B)Inoculacion en corte de frutos de pifia

En el analisis de varianza de los resultados del efecto de las
inoculaciones con diferentes hongos y concentraciones sobre el desarrollo del
moho en el corte de pifia, se encontraron diferencias estadisticas para el

factor hongo, concentracion y la interaccion entre estos dos factores.

Los hongos causante de mayor severidad de moho en el corte (figura
16) fueron los de los aislados del género Fusarium recuperado del corte, junto
con Penicillium y Aspergillus, recuperados tanto en planta empacadora como
en los recuperados del corte de las frutas. Los de menor severidad, fueron
Trichoderma recuperados tanto de corte como en la planta empacadora, y

Fusarium de planta empacadora.

Trich-corte

Fus-planta

Trich-planta
O pen pig roja-planta
n Asp-corte
g Pen sin pig-planta
Fus-corte

(o]
As- planta

S

Pen sin pig-corte
Pen pig amar- corte

Severidad moho (%)

Figura 16. Porcentaje de severidad de moho en corte de pifia inoculado con diferentes
hongos. Letras diferentes indican diferencias significativas (p <=0,05). Datos fueron
transformados usando los rangos alineados.

Para las inoculaciones con Aspergillus recuperado del corte de la fruta
(figura 17), a partir de la concentracion de 10.000 esporas/mL, la severidad
del moho en el corte se incrementa de forma creciente a medida que aumenta

la concentracion.
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Figura 17. Severidad del moho en el corte de la pifia inoculado con diferentes
concentraciones de esporas de Aspergillus (recuperado del corte de las frutas).

Los resultados de las inoculaciones con Aspergillus recuperado de la
empacadora (figura 18) fueron erraticos, aumentando el moho de forma
constante a partir de la concentracion de 10.000 esporas/mL. Se detalla
desarrollo de moho aun en el testigo, lo que podria estar relacionado con
indculo proveniente de campo, que no se logro eliminar con la desinfeccion
con cloro, o por la contaminacion durante el almacenamiento de los frutos
(Spotts, 1986). Este desarrollo estuvo comprendido entre 10 y menos de 30%
de severidad.

60 - Aspergillus - plant emp-
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Figura 18. Severidad del moho en el corte de la pifia inoculado con diferentes
concentraciones de esporas de Aspergillus (recuperado en la planta empacadora).

Con el aislado de Fusarium aislado de corte (figura 19), se observo un
aumento constante de la severidad del moho en el corte de la pifia a partir de
1.000 esporas/mL, con un decrecimiento a partir de 1000.000, quizas por la
autoinhibicién de las esporas (Ueno et al. 1997).
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Figura 19. Severidad del moho en el corte de la pifia inoculado con diferentes
concentraciones de esporas de Fusarium (recuperado del corte de las frutas).

En la figura 20, se nota que los resultados de las inoculaciones con
Fusarium aislado de planta empacadora no son tan claros como los datos
obtenidos con el aislado del corte, observandose un leve incremento en el

moho a partir de 10.000 esporas/mL.
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Figura 20. Severidad del moho en el corte de la pifia inoculado con diferentes
concentraciones de esporas de Fusarium (recuperado en la planta empacadora).

Se encontré6 que con el Penicillium con pigmentacion amarilla,
recuperado del corte (figura 21), se dio un aumento en el moho a partir de

10.000 esporas/mL.
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Figura 21. Severidad del moho en el corte de pifia inoculado con diferentes concentraciones
de esporas de Penicillium con pigmentacion amarilla (recuperado del corte de las frutas).

En el caso de Penicilium con pigmentacién roja recuperado de la

planta (figura 22), hubo un incremento de la severidad del moho a partir de la

inoculacion con 1.000 y hasta 10.000 esporas/mL.
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Figura 22. Severidad del moho en el corte de pifia inoculado con diferentes concentraciones
de esporas de Penicillium con pigmentacion roja (recuperado en la planta empacadora).

En la figura 23 se observa que al inocular el corte con esporas del

aislado de Penicillium sin pigmentacion, el desarrollo del moho se incrementa

a partir de 10.000 esporas/mL, siendo este hongo el que produjo mayor

porcentaje de severidad de moho en el corte.
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Figura 23. Severidad del moho en el corte de pifia inoculado con diferentes concentraciones
de esporas de Penicillium sin pigmentacion (recuperado del corte de las fruta).

Con las inoculaciones de Penicillium sin pigmentacion recuperado de la
planta (figura 24), se obtuvo un comportamiento erratico del moho, con un

incremento en la severidad al aplicar 10.000 esporas/mL.
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Figura 24. Severidad del moho en el corte de pifia inoculado con diferentes concentraciones
de esporas de Penicillium sin pigmentacién (recuperado de planta empacadora).

Con el hongo Trichoderma aislado a partir de corte (figura 25), se
observd un incremento en el moho a partir de la aplicacion de la
concentracion de 1.000 esporas/mL, estabilizandose a partir de las

concentraciones de 10.000 esporas/mL.
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Figura 25. Severidad del moho en el corte de pifia inoculado con diferentes concentraciones
de esporas de Trichoderma (recuperado del corte de las frutas).

En la figura 26, correspondiente a las inoculaciones con el hongo
Trichoderma aislado de la empacadora, se obtuvo un aumento en el
desarrollo del moho a partir de 1.000 esporas/mL y hasta 10.000 esporas/mL,

concentracion a partir de la cual, la severidad disminuyoé.
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Figura 26. Severidad del moho en el corte de pifia inoculado con diferentes concentraciones
de esporas de Trichoderma (recuperado en la planta empacadora).
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Cuadro 4. Concentraciones de esporas de diferentes hongos inoculados que indujeron mayor
severidad del moho en el corte de la fruta en comparacion con el testigo.

Inoculacion en corte fruta

Hongo |[ ] en la que se noto6 diferencia con el testigo R

Planta empacadora

P. con pig roja 1.000 0,72
P. sin pigmentacion 1.000 0,53
Trichoderma 1.000 0,42
Fusarium 1.000 0,59
Aspergillus 10.000 0,37
Corte

Trichoderma 1.000 0,92
P.con pig amarilla 10.000 0,89
P. sin pig mentacién 10.000 0,88
Aspergillus 10.000 0,91
Fusarium 10.000 0,6

De acuerdo con los anteriores resultados, para los hongos Penicillium
con pigmentacion roja, Penicillium sin pigmentacién, Trichoderma y Fusarium
recuperados de la planta empacadora, y Trichoderma aislados del corte, se
obtuvo un incremento en el moho a partir de la inoculacibn con 1.000
esporas/mL, mientras que para los restantes aislados fue a partir de 10.000

esporas/mL.

En ninguno de los casos de las inoculaciones con los diferentes hongos
y diferentes concentraciones de esporas, que se hicieron de manera
individual, se obtuvo un 100% de severidad de moho en el corte, tal como se
observa en la practica, lo que corrobora que son varios los géneros de hongos
que crecen sobre la superficie del corte, afectan su apariencia y en muchos

casos cubren el 100% de las superficie del corte.

Algunas de las concentraciones de esporas con las que se logré una
mayor severidad del moho en el corte, fueron iguales a las encontradas en los
muestreos en la planta empacadora, lo que evidencia la importancia de las
medidas sanitarias para evitar exponer la fruta a concentraciones de inéculo,
especialmente si se atiende lo que sefiala Barkai (2001), de que el nivel de
in6culo con el cual entra en contacto la fruta, determina en gran medida la

severidad de las enfermedades poscosecha.
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5.d Pruebas in vitro de sensibilidad al fungicida triadimefon.

e A) Evaluacién in vitro de eficacia del fungicida triadimefon sobre
germinacion de esporas de hongos.

En las pruebas con Fusarium, se determind que la concentracion de
esporas que se debia usar para las pruebas era de 50.000 esporas/mL,
porque a concentraciones mayores la germinacion fue inhibida,
probablemente porque las esporas compiten entre si ante la presencia de
cantidades altas (Ueno et al. 1997).

Por otra parte, la concentracion para Penicillium fue de 1 000.000
esporas /mL, esto con base en los trabajos de Smilanick et al. (2005) sobre
el efecto de diferentes sustancias para el control de la germinacion de

Penicillium digitatum, hongo causante del moho verde en citricos.

En la figura 27 se observa el porcentaje de inhibicion en la germinacion
de esporas de Fusarium recuperado en la fruta, el que aumenté conforme
aumento la cantidad de fungicida, llegando la inhibicion a un 71% cuando se

utilizé 100 mg/L del triadimefon.

Fusarium - corte-
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Figura 27. Porcentaje de inhibicion en la germinacién de esporas de Fusarium (recuperado
del corte de las frutas) por diferentes concentraciones del fungicida triadimefon.
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En la figura 28 se nota que el porcentaje de inhibicion en la
germinacion de esporas de Fusarium recuperado en la planta, fue
incrementandose conforme aumentd la cantidad de fungicida, llegando la

inhibicion a un 73% cuando se aplicé 100 mg/L del triadimefon.
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Figura 28. Porcentaje de inhibicién en la germinacion de esporas de Fusarium (recuperado
en la planta empacadora) por diferentes concentraciones del fungicida triadimefon.

En la figura 29 se registra que el porcentaje de inhibicion en la
germinacion de esporas de Penicillium sin pigmentacion recuperado en la
planta, también aumenté conforme aumentd la cantidad de fungicida,

llegando la inhibicién a un 75% cuando se incorporé 100 mg/L del triadimefon.
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Figura 29. Porcentaje de inhibicion en la germinacion de esporas de Penicillium sin
pigmentacién (recuperado en la planta empacadora) por diferentes concentraciones del
fungicida triadimefon.

Se encontr6 que el porcentaje de inhibicibn en la germinacion de
esporas de Penicillium sin pigmentacion recuperado en la fruta (figura 30), se
comporté similar con aplicaciones de 1y 10 ppm, pero con las aplicaciones de

100 ppm la germinacion se inhibié en un 100%.
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Figura 30. Porcentaje de inhibicibn en la germinacion de esporas de Penicillium sin
pigmentacién (recuperado del corte de las frutas) a diferentes concentraciones del fungicida
triadimefon.
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Se observé que al evaluar el fungicida triadimefon, la dosis de 1 mg/L
no inhibié la germinacion de las esporas del aislado de Penicillium amarillo
recuperado de corte, mas bien estimul6 el proceso (figura 31). Con las
aplicaciones de 10 y 100 mg/L del fungicida, se dio una inhibicién en la
geminacion que alcanzé 70% con 100 mg/L.
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Figura 31. Porcentaje de inhibicion en la germinacién de esporas de Penicillium con
pigmentacion amarilla (recuperado del corte de las frutas) por diferentes concentraciones del
fungicida triadimefon.

En la figura 32, se nota que el porcentaje de inhibicion de esporas de
Pencillium con pigmentacion roja, fue de 59%, 57% y 72% con 1 mg/L, 10
mg/L y 100 mg/L respectivamente, encontrandose con este el hongo los
mayores niveles de inhibicién por accion del fungicida.
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Figura 32. Porcentaje de inhibicion en la germinacion de esporas de Penicillium con
pigmentacion roja (recuperado en la planta empacadora) a diferentes concentraciones del
fungicida triadimefon.

En el cuadro 5, se presentan las CEsg para los distintos hongos, siendo

relativamente altas para la mayoria de los organismos evaluados.

Cuadro 5. CEsp del fungicida triadimefon para la germinacion de esporas de diferentes
hongos encontrados en pifia.

Origen de aislado CEso0

Planta empacadora

Penicilium con pig roja - planta empacadora 0,11
Fusarium - planta empacadora 3,47
Penicillium sin pig - planta empacadora 19,90
Corte

Penicilium sin pig - corte 6,60
Fusarium - corte 29,67
Penicilium con pig amarilla - corte 40,37

Borja (2011) define la CEsp como la cantidad de fungicida necesaria
para que el 50% de las esporas dejen de germinar. Si se considera que en las
plantas empacadoras se emplean 2 g/L del fungicida dosis comercial para el
tratamiento al corte, equivalente a 500 mg/L, de acuerdo con estos resultados,
y aungue no son concluyentes porque se requiere evaluar mas aislados, la
dosis empleada podria controlar la germinacion de esporas. Sin embargo, al
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tomar en consideracion, solo como una guia, los criterios que se han utilizado
para valorar el efecto de un fungicida sobre un organismo durante las pruebas
in vitro, con los resultados obtenidos, el fungicida se catalogaria como poco
eficaz (Edginton et al. 1971).

e B) Evaluacion in vitro de eficacia del fungicida triadimefon
sobre el diametro de colonia de hongos

En la figura 33 se observa que la inhibicion ejercida por el fungicida
triadimefon fue baja para el caso de Fusarium recuperado de corte.

20 - Fusarium -corte-
° 17 -
43 14 -
é 11 y=-0,641x%+4,4872x-2,5641
S 8 - R2=1
8 5 /
S8 2-
'S 8 1 - T T |
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-
£ 5|
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13 A
-16 - Concentracion de fungicida mg/L

Figura 33. Efecto de diferentes concentraciones del fungicida triadimefon sobre el promedio
del diametro de la colonia de Fusarium (recuperado del corte de las frutas).

En el caso del Fusarium recuperado de la planta empacadora (figura
34), las concentraciones crecientes de fungicida no ejercieron mayor

inhibicion en el didmetro de colonia del hongo.
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Figura 34. Efecto de diferentes concentraciones del fungicida triadimefon sobre el promedio

del diametro de la colonia de Fusarium (recuperado en la planta empacadora).

Para el Penicillium sin pigmentacion aislado de aire de empacadora

(figura 35), el efecto del fungicida fue minimo, igual que para los restantes

aislados (figura 36, 37, 38).
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Figura 35. Efecto de diferentes concentraciones del fungicida triadimefon sobre el promedio

del diametro de la colonia de Penicillium sin pigmentacion (recuperado en

empacadora).
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Figura 36. Efecto de diferentes concentraciones del fungicida triadimefon sobre el promedio
del diametro de la colonia de Penicillium sin pigmentacién (recuperado del corte de las frutas).
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Figura 37. Efecto de diferentes concentraciones del fungicida triadimefon sobre el promedio
del didmetro de la colonia de Penicillium con pigmentacién amarilla (recuperado del corte de
las frutas).
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Figura 38. Efecto de diferentes concentraciones del fungicida triadimefon sobre el promedio
del diametro de la colonia de Penicillium con pigmentacion roja (recuperado en la planta
empacadora).

En el cuadro 6, se muestra que las dosis requeridas para inhibir el
crecimiento del micelio en un 50% son mayores a 100 mg/L, por lo que se
considera que para estos aislados, el fungicida no tuvo efecto. Quintero y
Urdaneta (1997) encontraron que en pruebas in vitro con guayaba, el

triadimefon no detuvo el crecimiento del hongo Macrophoma sp.

Cuadro 6. CE50 del fungicida triadimefon sobre el diametro de colonia de diferentes hongos
encontrados en pifia.

Origen de aislado CE50
Planta empacadora
Penicillium con pig roja - planta empacadora
Fusarium - planta empacadora
Penicillium sin pig - planta empacadora
Corte
Penicillium sin pig - corte
Fusarium - corte
Penicillium con pig amarilla - corte

>100

En un estudio realizado por McGrath y Shishkoff (2001) se concluyé
que el mildit polvoso no fue controlado por el triadimefon, mas del 80% de la
poblacién fue resistente al fungicida. No se descarta que una situacion
parecida a esta se esté dando en el caso de la pifia, dado que el triadimefon
es uno de los fungicidas que se ha estado utilizando en poscosecha desde los
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afos 80, sin descartarse, la poca eficacia que pueda tener la sustancia para

este tipo de hongos.
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6. Conclusiones y recomendaciones

» Las aguas de lavado presentaron menor cantidad de microorganismos
medidos como unidades formadoras de colonia (UFC) en comparacion

con las ceras.

= Los microorganismos de mayor frecuencia en el aire de la planta
empacadora en orden decreciente fueron: Penicillium sp., otros

hongos, bacterias, Aspergillus sp., Fusarium spp. y Trichoderma sp.

= Los microorganismos de mayor frecuencia en las aguas de lavado y
ceras en orden decreciente fueron: Penicillium, bacterias, Fusarium,

otros hongos, Aspergillus y Trichoderma.

» El desarrollo del moho en pifia se ve favorecido al cambiar la

temperatura de 7°C a 18°C.

» Los hongos Aspergillus, Fusarium y Trichoderma recuperados en los
muestreos de las areas de planta empacadora, no provocaron lesiones

en las hojas de pifia inoculadas.

» Penicillium aislados en los muestreos de las éareas de planta
empacadora si causaron lesiones en las hojas, al igual que el
Penicillium, Aspergillus, Fusarium y Trichoderma recuperados a partir
del corte de las frutas.

= El Penicillium sin pigmentacion encontrado en las frutas fue el que

provocé una mayor profundidad de lesién a las hojas.

» En los aislamientos que se hicieron de las hojas inoculadas con los
diferentes hongos, tanto el Penicillium pigmentado como el sin
pigmentacion, al igual que Aspergillus, se recuperaron en un 100% de
los tejidos afectados, lo que los relaciona como causantes de la lesion.
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Los resultados obtenidos en las inoculaciones en hojas de pifa,
mostraron que esta podria ser una prueba alternativa preliminar para
ensayos donde se requiera evaluar muchos tratamientos con grandes

cantidades de fruta.

En las inoculaciones de los hongos al corte de la fruta, se encontr6é que
a mayor concentracion de esporas, mayor severidad del moho en el
corte. Las concentraciones a partir de 1.000 esporas/mL, podrian ser
concentraciones o niveles criticos para los hongos P. con pigmentacion
roja, P. sin pigmentacién, Trichoderma y Fusarium recuperados de la
empacadora, asi como Trichoderma aislado del corte, y 10.000
esporas/mL para los aislados restantes. Esto se debe de seguir
estudiando, con el objetivo de comprender mejor su relacion con el
desarrollo del moho en el corte de la pifia y las medidas que requieran

tomar las empacadoras.

Las CEso del fungicida triadimefon para la germinacion de esporas de
los hongos Fusarium y Penicillium estuvieron comprendidas entre 0,11
y 40,37 mg/L. El fungicida no tuvo ningun efecto inhibitorio sobre el

crecimiento de micelio de los hongos a 100 mg/L.

Es necesario realizar mas pruebas con mas aislados de los diferentes
hongos asociados con el moho y de acuerdo con los resultados,
analizar la eficacia que estd teniendo este producto en el control de
este problema en el corte de la pifia y considerar otras alternativas de

control quimico.
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8. Anexos

8.a Analisis de varianza de datos de inoculaciones de Aspergillus
recuperado del corte de las frutas.

Hongo Variable N | R |RAj| CV
Aspergillus aislado del corte de la fruta Profundidad| 90 | 0,46 | 0,42 | 47,5
Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC Tipo [l1)
F.V. SC gl | CM | F | Valorp
Modelo 14 5 | 0,28 | 14,11| <0,0001
Tratamiento 1,4 5 10,28 |14,11] <0,0001
Error 1,67 84 | 0,02
Total 3,07 89
Test : LSD Fisher Alfa: 0,01 DMS: 0,13562
Error: 0,0199 gl: 84

Tratamiento Medias n
0 0,13 15| A
1000 0,21 15| A B
10000 0,21 15| A B
100000 0,33 15 B C
1000000 0,43 15 C D
10000000 0,47 15 D

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0,01)

8.b Analisis de varianza de datos de inoculaciones de Fusarium
recuperado del corte de las frutas.

Hongo Variable | N | R? | R%Aj| CV
Fusarium aislado del corte de la fruta Profundidad| 90 | 0,35 | 0,32 | 53,29
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC Tipo 1lI)
F.V. SC gl| CM | F |Valorp
Modelo 2,32 5 1046 | 9,25 | <0,0001
Tratamiento 2,32 5 1046|925 |<0,0001
Error 4,21 84 | 0,05
Total 6,52 89
Test : LSD Fisher Alfa: 0,01 DMS: 0,21540
Error: 0,0501 gl: 84

Tratamiento Medias n
0 0,17 15| A
1000 0,3 15| A B
10000 0,37 15| A B C
100000 0,46 15 B C D
1000000 0,55 15 C D
10000000 0,66 15 D

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0,01)
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8.c Analisis de varianza de datos de inoculaciones de Penicillium
con pigmentacion roja recuperado de la planta empacadora.

Hongo Variable | N | R® [ R%Aj| CV
Penicillium con pig roja recuperado de la Planta| Profundidad| 90 | 0,49 | 0,46 | 43,25
Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC Tipo Ill)

F.V. SC gl [ CM | F |Valorp
Modelo 2,8 5 | 0,56 | 16,02 | <0,0001
Tratamiento 2,8 5 1 0,56 [16,02| <0,0001
Error 2,94 84 1 0,03
Total 5,74 89

Test : LSD Fisher Alfa: 0,01 DMS: 0,17993
Error: 0,0350 gl: 84

Tratamiento Medias n
0 0,19 15 A
1000 0,26 15 A B
10000 0,37 15 B C
100000 0,49 15 C D
1000000 0,58 15 D E
10000000 0,7 15 E

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0,01)

8.d Andlisis de varianza de datos de inoculaciones de Penicillium
sin pigmentacion recuperado del corte de las frutas.

Hongo Variable | N | R? | RAj| CV
Penicillium sin pigmentacion aislado del corte de la fruta |Profundidad| 90 | 0,58 | 0,56 | 39,53
Cuadro de Analisis de la Varianza (SC Tipo IIl)

F.V. SC gl| CM | F |Valorp
Modelo 3,61 5 10,72 |23,65| <0,0001
Tratamiento 3,61 5 10,72 |23,65| <0,0001
Error 2,57 841 0,03
Total 6,18 89

Test : LSD Fisher Alfa: 0,01 DMS: 0,16823
Error: 0,0306 gl: 84

Tratamiento Medias n
0 0,17 15| A
1000 0,23 15| A
10000 0,42 15 B
100000 0,47 15 B C
1000000 0,61 15 C D
10000000 0,75 15 D

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0,01)

67



8.e Analisis de varianza de datos de inoculaciones de Penicillium
sin pigmentacion recuperado de la planta empacadora.

Hongo Variable | N | R? | RAj| CV
Penicillium sin pigmentacion recuperado de planta | Profundidad| 90 | 0,27 | 0,23 | 98,61
Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC Tipo 1)

F.V. SC gl| CM | F | Valorp
Modelo 7,23 5] 1451 6,17 | 0,0001
Tratamiento 7,23 5 1145|617 | 0,0001
Error 19,7 841 0,23
Total 26,93 89

Test : LSD Fisher Alfa: 0,01 DMS: 0,46605
Error: 0,2345 gl: 84

Tratamiento Medias n
0 0,17 15 A
1000 0,17 15 A
10000 0,4 15 A B
100000 0,51 15 A B C
1000000 0,83 15 B C
10000000 0,87 15 C

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0,01)

8. f Anadlisis de varianza de datos de inoculaciones de
Trichoderma recuperado del corte de las frutas.

Hongo Variable | N | R* | RAj| CV
Trichoderma aislado del corte de la fruta Profundidad| 90 | 0,17 | 0,12 | 83,32
Cuadro de Andlisis de la Varianza (SC Tipo 1)
F.V. SC gl| CM | F |Valorp
Modelo 1,54 5 10311 3,46 | 00069
Tratamiento 1,54 510311 3,46 | 0,0069
Error 7,46 84 | 0,09
Total 9 89
Test : LSD Fisher Alfa: 0,01 DMS: 0,28688
Error: 0,0889 gl: 84

Tratamiento Medias n
0 0,15 15 A
1000 0,28 15 A B
10000 0,33 15 A B
100000 0,35 15 A B
1000000 0,5 15 B
10000000 0,54 15 B

Letras distintas indican diferencias significativas (p<=0,01)
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8. g Fotografias de pruebas de inoculaciones en hojas de pifia con diferentes
hongos y en las que se midi6 longitud de lesion.

Hojas de pifia antes de la inoculacion.

e

69



8.1 Penicillium con pigmentacion roja

8.k Trichoderma sp.
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8.1 Fusarium spp.
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