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RESUMEN 

La presencia de moho en el pedúnculo de la pina es un problema 
poscosecha importante en Costa Rica , que causa el rechazo de la fruta en el 
mercado destino. El objetivo del presente estudio fue cuantificar e identificar los 
principales hongos causantes de moho en el pedúnculo de la piña y evaluar su 
relación con las condiciones climáticas y con las diferentes fuentes de inóculo en 
la planta empacadora. Se realizó un muestreo mensual desde abril de 2012 a 
marzo de 2013 en dos fincas ubicadas en Sarapiquí y Puntarenas, Costa Rica , 
para lo cual se tomó fruta en el área de recibo (SP) y en empaque (P), agua de las 
pilas de desinfección, cera y aire de las cámaras de enfriamiento. Las muestras 
fueron trasladadas al Laboratorio de Tecnología Poscosecha de la Universidad de 
Costa Rica , donde se cultivó y cuantificó in vitro, el número de unidades 
formadoras de colonias (UFC) en cada una de las fases de procesamiento y en la 
fruta . Las frutas se almacenaron en cámaras de enfriamiento, durante 19 días a 7 
'C y tres días a 18 'C y posteriormente se evaluó 1 a incidencia y severidad de 
moho en el pedúnculo. Se identificó los principales géneros de hongos en cada 
una de las fases poscosecha y en la fruta y las especies más frecuentes fueron 
caracterizadas molecularmente y se estudió su velocidad de crecimiento in vitro. 
Además, se analizó mediante regresiones lineales, la relación entre las 
condiciones climáticas antes de la cosecha de la fruta y las poblaciones de hongos 
y el moho en el pedúnculo. 

Se obtuvo variaciones en las poblaciones de microorganismos durante el 
año de estudio en ambas zonas, con valores más altos en la cera que en el agua 
de desinfección. En el pedúnculo y la cáscara de fruta SP se obtuvo UFC de 
hongos más altas que en fruta P, lo cual coincidió con mayores porcentajes de 
moho en el pedúnculo. En el aire de enfriamiento, también se recuperó esporas de 
hongos, que podrían ser una fuente de inóculo para el desarrollo de moho. Se 
concluyó que las especies Penicillium purpureogenum, P. diversum y un grupo de 
hongos de micelio blanco, fueron los principales microorganismos presentes en las 
diferentes fases de procesamiento y en la fruta de ambas zonas. No se encontró 
una relación directa entre el clima y las poblaciones de hongos y el crecimiento de 
moho en el pedúnculo y de todas las variables, solamente se obtuvo una relación 
entre la velocidad del viento, temperatura y la precipitación de dos y tres semanas 
antes de la cosecha con las poblaciones de hongos en la cáscara y el desarrollo 
de moho en el pedúnculo de fruta SP. El procesamiento poscosecha disminuyó el 
moho en el pedúnculo, sin embargo, no evitó del todo su expresión al finalizar el 
almacenamiento. Además, diferentes puntos del proceso como el encerado y el 
enfriamiento, donde en el aire se pueden encontrar y ser distribuidas esporas de 
diferentes especies de hongos, podrían favorecer el posterior desarrollo de moho, 
por lo que se considera importante la adecuada limpieza de la planta empacadora, 
las cámaras de enfriamiento y cada una de las superficies con las que entra en 
contacto la fruta, además de la búsqueda de mecanismos para que la cera no 
acumule esporas de hongos. 
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SUMMARY 

Pineapple peduncle mold is an important postharvest problem in Costa Rica 
and it causes fruit rejection . The present study was developed in order to identify 
and quantify the most important fungí contributing to pineapple peduncle molds 
and its relation to climate and to different inoculum sources during packaging 
process. Monthly samplings were performed from April 2012 to march 2013 in two 
farms located in Sarapiquí and Puntarenas, Costa Rica . Samples of recently 
harvested fruit were taken before (NP) and after processing (P), as well as 
samples from processing water, wax, and air samples from cooling rooms. 

Samples and fruits were transported to Universidad de Costa Rica·s 
Postharvest Technology Laboratory, where colony forming units present in each 
sample or fruit were determined . Fruits were stored in cooling rooms, during 19 
days at 7 'C and three days at 18 'C and then evalu ated for incidence and severity 
of peduncle molds. The main genus of fungí isolated were identified and the most 
frequent species were characterized at molecular level and an in vitro growth 
velocity test was carried out for each isolate. The relation among climate variables 
and fungi populations in the fruit and the peduncle was analyzed using linear 
regressions. 

Changes in microorganisms populations during the year were observed in 
both farms, with higher populations in wax than in disinfection water. Fungi 
population was higher in the peel and peduncle of NP fruit as compared with P fruit 
at the end of storage. In air samples from the cooling rooms fungí population may 
be a source of inoculum for peduncle molds development. Based on the frequency 
analysis and in vitro growth tests, the species Penicillium purpureogenum, P. 
diversum and a group of white mycelia fungí were the main microorganisms 
recovered . No close relationship was found among the climate variables and fungí 
populations and peduncle mold development. Of these, only the wind speed , 
temperature and precipitation from two and three weeks before harvest gave a 
good relation in NP fruits . In general , commercial postharvest treatments had an 
impact on fungí populations developed in peel and peduncle, buf were not enough 
to totally avoid peduncle molds development. Moreover, different commercial 
practices as waxing and cooling can enhance the peduncle molds development 
and it's considered important the cleaning of facilities for fruits handling, cooling 
rooms and different surfaces in contact with fruits, as well as to develop 
mechanisms to avoid spores accumulation in wax. 
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INTRODUCCIÓN 

La producción de piña (Ananas comosus L.), como monocultivo a gran 

escala en Costa Rica, se inició a finales de la década de 1970, por la compañía 

Pineapple Development Company (PINDECO), una subsidiaria de la transnacional 

Del Monte que inició sus operaciones en el sur del país. Una de las variedades 

más utilizadas en la última década ha sido la "Dorada extradulce", aunque 

anteriormente también se sembró la variedad Cayena Lisa y el clon Champaka 

(Saborío y Camacho 1996, Jiménez 1999, Mata 2009). El rápido crecimiento de 

este cultivo favoreció una alta tecnificación del mismo y un rápido incremento en el 

área cultivada para producir fruta de exportación (Castro 1994 ). 

Esta actividad se ha expandido rápidamente durante los últimos diez años y 

se ha alcanzado un área sembrada de aproximadamente 42.000 has distribuidas 

entre la Zona Atlántica, Norte y Pacífica (SEPSA 2013, CANAPEP 2014) y para el 

2013 se exportó un total de 1.939.680 TM, lo cual generó un ingreso para el país 

de $816,3 millones (Arguedas 2014). 

La mayoría de las exportaciones de piña son de fruta fresca, a la cual se le 

aplican en la planta empacadora los tratamientos de encerado y fungicida con el 

objetivo de alargar su vida poscosecha (Hu et al. 2011 ). A pesar de esto, una vez 

cosechada, la fruta presenta diversos problemas patológicos, entre los que se 

citan: la pudrición negra, el oscurecimiento interno de la pulpa en la variedad 

Cayena Lisa, la pudrición de los frutículos y la presencia de mohos sobre la 

superficie de la misma (Montero y Cerdas 2005). 
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La presencia de hongos causantes de mohos o pudriciones es común en 

frutas tropicales, por ejemplo el banano es afectado por diferentes especies del 

género Fusarium, Acremonium sp. y Colletotrichum musae, que causan 

importantes pérdidas poscosecha (Robinson 1996, Chillet et al. 2010, Umaña­

Rojas y García 2011 ). En piña, los mohos representan pérdidas significativas en 

fincas de la zona norte de Costa Rica y es uno de los principales problemas 

poscosecha en la actualidad (López 2012) 1 . 

Entre los principales géneros de hongos citados como patógenos de frutos 

de piña se encuentran: Penicillium spp., Fusarium moniliforme, Thielaviopsis 

paradoxa y Mortierella sp. (Mourichon 1998, Jiménez 1999, Reyes 1999, Montero­

Calderón et al. 2008). Un aspecto importante en el estudio de estos y otros 

microorganismos que afectan el fruto de piña, como base para su control, es el 

conocimiento de las condiciones climáticas presentes en el campo durante el 

desarrollo de la fruta , por ejemplo, en trabajos realizados en este cultivo por 

Rohrbach y Pfeiffer (1975) y Rohrbach y Taniguchi (1984), se encontró una 

relación directa de la temperatura y precipitación con el inóculo de los hongos 

Penicllium funiculosum, Fusarium moniliforme var. subglutinans y una bacteria del 

género Acetomonas durante la floración. 

El género Penicillium presenta gran cantidad de especies que tienen la 

capacidad de afectar los tejidos de diversas frutas y hortalizas, entre estos se 

puede mencionar las especies P. digitatum y P. italicum en cítricos y P. expansum 

en manzana, pera, cereza y otras frutas, lo que convierte a este género en uno de 

1 López. F. 201 2. Comunicación personal. Departamento de Investi gación Banacol, Costa Rica. 
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los principales patógenos poscosecha en estos cultivos, con la consecuente 

pérdida de calidad de los mismos, situación que hace necesario un mejor 

conocimiento de este hongo en las situaciones particulares de cada cultivo donde 

tiene la capacidad de desarrollarse (Martínez 2003). 

El manejo del inóculo de estos microorganismos mediante la 

implementación de prácticas poscosecha que incluyen la desinfección, aplicación 

de fungicidas, uso de ceras y enfriamiento de la fruta a temperaturas de 8 a 1 O ºC, 

han sido las principales estrategias empleadas para disminuir las pérdidas 

poscosecha en frutos de piña (Mohammed 1994, Montero y Cerdas 2005). 

Además de las prácticas mencionadas, se han realizado trabajos para aislar 

microorganismos autóctonos a partir de la cáscara de frutos de piña, con el 

objetivo de seleccionar agentes de control biológico de enfermedades poscosecha 

(Reyes 1999). Igualmente, en otros cultivos como manzana y cítricos, se ha 

desarrollado investigaciones similares en la búsqueda de microorganismos para el 

control biológico de enfermedades poscosecha (Barkai-Golan 2001, Manso y 

Nunes 2011 ). 

Bajo este contexto y tomando en cuenta que la piña es uno de los 

principales cultivos de exportación de fruta fresca en Costa Rica, se planteó la 

presente investigación con la finalidad de mejorar el conocimiento de los 

principales hongos causantes de mohos en poscosecha, de manera que sirva 

como base para establecer estrategias para el manejo integrado de estos 

microorganismos. 
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OBJETIVO GENERAL 

Identificar los principales hongos causantes de mohos poscosecha en frutos 

de piña en las zonas de Puntarenas y Sarapiquí y establecer su relación con las 

condiciones climáticas y con las diferentes fuentes de inóculo en la planta 

empacadora. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1- Aislar e identificar los géneros de los hongos causantes de moho en el 

pedúnculo de frutos de piña, variedad "Dorada extradulce" provenientes de 

las dos zonas de estudio. 

2- Determinar en cada zona de estudio, si alguna de las etapas de 

procesamiento poscosecha en la planta empacadora representa una mayor 

fuente de inóculo de los hongos causantes de moho en el pedúnculo. 

3- Identificar mediante análisis molecular, las especies de los hongos 

causantes de moho en el pedúnculo más frecuentes y con mayor potencial 

de crecimiento in vitro, seleccionadas al finalizar los muestreos en las dos 

zonas de estudio. 

4- Determinar si existe relación entre las poblaciones de hongos e incidencia 

de moho en el pedúnculo y las condiciones climáticas prevalentes durante 

el desarrollo de la fruta en el campo. 
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REVISIÓN DE LITERA TURA 

1. Generalidades sobre la piña 

La piña es una planta de la familia Bromeliaceae, especie Ananas comosus 

L., originaria de América tropical y subtropical. Es una planta herbácea con un 

tallo redondeado y presenta 30 a 40 hojas. La fruta está compuesta por un racimo 

de frutículos individuales y el corazón o centro del fruto es una extensión del 

pedúnculo (Jiménez 1999). 

En los trópicos, la piña se cultiva comercialmente entre los 100 y 800 

msnm. El clima influye sobre el tamaño y calidad de la fruta, y la temperatura 

óptima para su desarrollo se encuentra entre los 22 'C y 30 ºC. Requiere una 

precipitación entre 1000 y 1500 mm anuales y se puede cultivar en gran diversidad 

de suelos, siempre y cuando se tenga condiciones óptimas de drenaje (Baraona y 

Sancho 1998). 

Se propaga exclusivamente de forma vegetativa, mediante la selección de 

hijos con un peso mayor a 250 g y un tamaño mayor a 25 cm de longitud y la 

densidad de siembra oscila entre 50.000 y 70.000 plantas/ha, de acuerdo con la 

variedad (Baraona y Sancho 1998, MAG 2010). De acuerdo con Baraona y 

Sancho (1998), se ha establecido diferentes grupos que incluyen las variedades 

comúnmente utilizadas y entre estos se encuentran: 

a) Grupo Cayenne: incluye la variedad Cayena Lisa, cuyas hojas son 

lisas, con excepción de algunas espinas en la punta y en la base. La 
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pulpa es amarilla, con un peso de la fruta que oscila entre 2 y 4 kg, de 

forma cilíndrica y con un corazón pequeño. Es resistente al hongo 

Thielaviopsis paradoxa. Es el grupo estándar para procesamiento y fruta 

fresca, debido a que posee características como forma cilíndrica, 

frutículos poco profundos, color amarillo de la pulpa y alta productividad 

(Paull y Duarte 2011 ). 

b) Grupo Queen: Hojas cortas, frecuentemente espinosas y con 

extremidades rojizas. Frutos pequeños, con un peso menor a 1,3 kg. La 

pulpa es más firme, menos jugosa y con aroma más pronunciado que 

Cayena Lisa. 

e) Grupo Spanish (Española roja): Hojas largas, estrechas y espinosas, 

de color verde oscuro y con una banda central rojo cobriza. El fruto pesa 

de 1 a 2,5 kg, es globoso, de pulpa amarillo pálido y más fibrosa que 

Cayena Lisa. No es apropiada para industrializar. 

d) Grupo Abacaxi: Planta de porte recto con hojas largas que presentan 

pequeñas espinas y en la base tienen coloración rosa-púrpura. El fruto 

es piramidal, de pulpa blanquecina, poco apropiado para conservas y 

exportación como fruta fresca , por la forma y coloración de la pulpa. 

e) Grupo Maipure: Agrupa a todos los cultivares que están totalmente 

libres de espinas. La principal variedad es Montelirio y se caracteriza por 

tener frutos relativamente grandes, con pulpa blanca, más ácida y 

jugosa que Cayena Lisa y menos fibrosa que ésta. Su forma es tronco­

cónica. No es apta para exportación debido a que presenta frutículos 

muy profundos, el eje central o "corazón" presenta un diámetro muy 
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grande, el color blanco de la pulpa no es atractivo para conservas y su 

forma tampoco es adecuada para el procesamiento industrial. 

En general, el fruto de piña se encuentra constituido por 80 a 85% de agua 

y 12 a 15% de azúcares, de los cuales dos terceras partes se encuentran en forma 

de sacarosa y el resto como glucosa y fructosa . Prácticamente no contiene 

almidón y su contenido de proteínas y grasas es bajo (Arias y Toledo 2000). 

Cuando la fruta se encuentra desarrollada, la maduración ocurre a partir de 

la sección basal, y aspectos como temperatura , humedad y contenido de 

nutrimentos afectan el contenido de azúcares y la acidez, los cuales son 

parámetros evaluados comúnmente para determinar su calidad poscosecha 

(Jiménez 1999; Abdullah 2011 ). 

Entre los principales países productores de piña en el mundo se encuentran 

Tailandia, Brazil, Filipinas, China y la India, y los mayores exportadores de fruta 

fresca son Costa Rica, Filipinas y Costa de Marfil (Chen et al. 2009). 

2. Cosecha y procesamiento de la fruta 

La fruta de piña se cosecha de acuerdo con diferentes parámetros de 

calidad, entre los que se citan (Montero y Cerdas 2005, García y Rodríguez 2011 ): 

a) Color de la cáscara: se define de acuerdo con una escala que toma en 

cuenta el porcentaje de color amarillo y varía de acuerdo con el mercado 

destino. 
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b) Forma y tamaño: la fruta debe tener una forma cilíndrica , con un 

tamaño de fruta 7 u 8 que de acuerdo con la escala comercial 

corresponde con un peso de aproximadamente 1,5 a 2 kg. 

c) Contenido de sólidos solubles: debe tener un valor entre 12 y 13%. 

d) Acidez: debe estar entre 0,5 y 1 %. 

e) Translucidez: la pulpa no debe presentar una alta translucidez, ya que 

si esto ocurre la fruta es muy susceptible a daños mecánicos por su alto 

contenido de agua en las células. 

f) Apariencia de los frutículos: las hojas de los frutículos deben estar 

secas y estos deben presentar una forma plana. 

La cosecha de la fruta se realiza manualmente y la recolección, mediante 

maquinaria que contiene una banda transportadora donde se coloca la fruta recién 

cosechada y la lleva directamente hacia una carreta, la cual se mantiene en un 

predio o patio de espera dentro de la finca por un período de no más de 60 min, 

luego es transportada mediante un tractor hacia la planta empacadora, el cual 

debe desplazarse lentamente para evitar el daño físico de la misma (Bartholomew 

et al. 2003, Montero y Cerdas 2005). 

Una vez en la empacadora, cada carreta es colocada generalmente en un 

área bajo sombra, donde se registra e identifica el lote de procedencia y se realiza 

una inspección visual de la calidad general de la fruta . Posteriormente, esta se 

coloca en pilas con agua para lavado y desinfección, se desplaza hacia el área de 

selección manual, donde se elimina aquella que no cumple con los estándares de 

calidad del mercado destino y se aplican los tratamientos de encerado y aspersión 
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de fungicida, se empaca en cajas de cartón y se almacena en frío hasta la llegada 

y venta en el mercado destino (Bartholomew et al. 2003, Montero y Cerdas 2005). 

3. Desarrollo de enfermedades poscosecha 

Debido a que la cosecha de la piña se realiza manualmente, es posible que 

durante este proceso se cause heridas que facilitan la entrada de patógenos, 

como bacterias y hongos que afectan la calidad de la fruta para exportación, 

situación que ocurre no solamente en piña, sino también en diversos tipos de 

frutos (Arauz 1994, Reyes 1999, Montero y Cerdas 2005). Estos microorganismos 

son parte de la microflora que generalmente se encuentra presente durante el 

desarrollo de la fruta en el campo y que puede servir de inóculo para el desarrollo 

de enfermedades poscosecha (Mata 2009; Barth et al. 2009, Prusky y Gullino 

2010). 

Un aspecto a destacar es que este tipo de infecciones poscosecha 

generadas por microorganismos en la fruta, comúnmente no son visibles o 

predecibles de forma inmediata durante la cosecha y los síntomas se desarrollan 

posteriormente cuando el producto se encuentra en el mercado destino, lo que 

causa importantes pérdidas económicas (Dennis 1983, Wills et al. 1998). 

Barquero (201 O) indica que, en las compañías dedicadas a la exportación 

de piña fresca en Costa Rica, constantemente se presentan problemas de hongos 

en la fruta que causan el rechazo de la misma en el mercado, y esto ocurre 

principalmente cuando esta es enviada a Europa, debido a que se encuentra 
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sometida a tiempos prolongados de almacenamiento y transporte de hasta un mes 

o más, en función de la capacidad de comercialización de cada compañía. 

Este deterioro de la fruta genera importantes pérdidas económicas para los 

productores de piña, debido al costo de los reclamos y las devoluciones de los 

contenedores (Barquero 2010). Este tipo de reclamos surgen debido a que 

comúnmente se evalúa la apariencia externa de la fruta y si esta se encuentra 

afectada por la presencia de hongos u otros factores, se rechaza aunque la 

calidad interna se mantenga inalterada (Wills et al. 1998). 

4. Organismos patógenos poscosecha 

El deterioro poscosecha en la piña y otros frutos, es causado 

frecuentemente por levaduras y mohos, entre los que se citan géneros de hongos 

como Rhizopus, Aspergillus, Fusarium, A/ternaria, Botrytis y Penicillium, y 

levaduras como Gandida spp., Saccharomyces spp. y Zygosaccharomyces spp. 

(Malins 1991, Kays 1999, Phaff 2001, Agrios 2005, Hui et al. 2006, Barth et al. 

2009, Garita 2014). Recientemente, también se informó que el hongo Curvularia 

eragrostidis, causa pudriciones poscosecha en frutos de piña cultivar Pérola , 

comercializados en Brasil (Ferreira et al. 2014). 

En Hawai, Reyes (1999) recuperó en la fruta los géneros de hongos 

Acremonium, Cepha/osporium, Cladosporium, Fusarium, Geotrichum, Gliocladium, 

Mortierella y Penicillium, aunque no necesariamente asociados con el desarrollo 
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de pudriciones o mohos poscosecha, ya que el objetivo de este trabajo fue la 

búsqueda de microorganismos útiles para el control biológico de Thielaviopsis 

paradoxa, provenientes del mismo fruto de piña. 

En trabajos en invernadero realizados por Hernández (201 O) en Cuba, se 

aisló en tallos de piña los hongos Phytophthora nicotianae, Fusarium guttiforme y 

Thielaviopsis paradoxa, y de estos, los géneros Fusarium y Thielaviopsis, también 

han sido informados como microorganismos que se desarrollan en plantas y frutos 

de piña de diversas regiones del mundo (Ploetz 2001, Ploetz 2007, Bartholomew 

et al. 2003). 

Otra enfermedad conocida como pudrición de los frutículos, causa un 

oscurecimiento en el centro de cada frutículo (Mitra 1997, Rohrbach y Schmitt 

2003). Las manchas necróticas en algunas ocasiones no son visibles en la parte 

externa, lo que hace difícil la selección de la fruta en las etapas previas al 

empaque (Mourichon 1998). Según indican Mourichon (1998) y Reyes (1999), el 

hongo aislado y causante de esta enfermedad en el 70% de los casos en Costa de 

Marfil y otras regiones productoras de piña es Penicillium funiculosum, que a su 

vez se encuentra asociado con hongos del género Fusarium (Petty et al. 2006). 

Mohammed (1993), Paull (1993), Kader (2002) y Bartholomew et al. (2003), 

indican que no solamente P. funiculosum es causante de la pudrición de los 

frutículos, sino que también incluyen como agentes causales de esta enfermedad 

al hongo Fusarium moniliforme Sheldon var. subglutinans y la levadura Gandida 

guil/iermondii. 

11 



En trabajos realizados en Costa Rica por Barquero (201 O), se recuperó en 

frutos de piña los géneros Penicil/ium y Fusarium y se determinó que la mayor 

concentración de estos microorganismos se da en el pedúnculo, debido a que es 

una superficie porosa que permite la entrada de las esporas del patógeno. A su 

vez, P. funiculosum fue el principal hongo aislado en frutos de piña producidos en 

Costa Rica y procesados en España, donde se estudió la influencia de las 

condiciones de empaque sobre la vida de anaquel de fruta precortada, bajo 

condiciones de almacenamiento de 5 ºC y rangos de oxígeno de 11 a 40% durante 

20 días (Montero-Calderón et al. 2008). En estudios más recientes con frutos en 

poscosecha realizados en Costa Rica por Reyes (2012) y López (2012), fue 

frecuente la recuperación en el pedúnculo , de los géneros Penicillium, Fusarium, 

Aspergillus y Trichoderma. 

Otros microorganismos encontrados en frutos de piña, son las bacterias 

Pseudomonas spp., Lactobacil/us sp., Acetobacter spp., Erwinia herbicola y 

Erwinia carotovora (Kader 2002; Hui et al. 2006, Korres et al. 201 O, Paull y Lobo 

2012). La sintomatología observada por el ataque de E. carotovora consiste en un 

moteado café y el endurecimiento anormal de los tejidos. Esta bacteria puede 

ingresar a la fruta durante la floración y se desarrolla solamente durante la 

maduración (Kader 2002). Marín-Cevada et al. (201 O) indican que en la planta de 

piña generalmente están presentes bacterias de los géneros Azospirillum, 

Burkholderia, Erwinia, Gluconacetobacter, Herbaspirillum y Pantoea, sin embargo, 

no siempre afectan la fruta y desencadenan el desarrollo de patologías que 

causan su deterioro. 
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Chanprasartsuk et al. (201 O) aislaron e identificaron levaduras autóctonas 

en frutas frescas y jugos procesados de piña, variedad Cayena Lisa, donde las 

principales especies aisladas fueron Pichia guilliermondii y Hanseniaspora 

uvarum. 

En un caso documentado en Brasil por Korres et al. (201 O) en piña, se cita 

que la presencia en conjunto de la bacteria Klebsiella sp. y las levaduras Gandida 

sp., Saccharomyces sp. y Kloeckera sp. se asoció con síntomas de fermentación y 

maduración prematura de la fruta en el campo y en poscosecha. 

5. Tratamientos poscosecha para evitar el deterioro de la fruta 

De acuerdo con MAG (201 O) y García y Rodríguez (2011 ), toda planta 

empacadora de piña debe contar con una pila de lavado para eliminar la suciedad 

externa de la fruta y en estas pilas se utiliza como desinfectante el cloro, que 

puede ser adicionado como hipoclorito de sodio para alcanzar concentraciones 

entre 50 y 150 ppm de cloro libre residual. Además, se debe garantizar que el pH 

del agua se mantenga entre 6,5 y 7,5 para optimizar el proceso de desinfección 

externa de la fruta . 

En Costa Rica, Barquero (2010) evaluó los desinfectantes ácido peracético, 

hipoclorito de calcio, cloruro de calcio y peroximonosulfato de potasio diluidos en 

el agua de lavado de la fruta. En este estudio se determinó una carga inicial de 

mohos y levaduras de la piña recién cosechada de aproximadamente 8,5 x 105 

unidades formadoras de colonias/piña. Como resultado de estas pruebas se 
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obtuvo que, ninguno de los desinfectantes evaluados disminuyó significativamente 

la carga microbiológica presente en la fruta . 

Rohrbach (1994 ), Ayernor et al. (201 O) y Paull y Duarte (2011) indican que 

el uso de ceras y otros materiales de cubrimiento aplicados sobre la fruta, reducen 

la pérdida de humedad, disminuyen la captura de oxígeno y el escape del dióxido 

de carbono y funcionan como una barrera a la infección y desarrollo de patógenos 

poscosecha que pueden estar presentes durante el procesamiento y transporte. 

En trabajos realizados por Hu et al. (2011) se encontró que la cera Sta-Fresh 2952 

a 60 g/L fue la más efectiva con respecto a otras ceras evaluadas para evitar el 

daño por frío, retrasar la pérdida de firmeza , pérdida de peso y obtención de un 

mayor contenido de azúcares totales y ácido ascórbico e igualmente Lin et al. 

(2013), obtuvieron resultados similares con el uso de esta cera. En otro estudio 

realizado por Nimitkeatkai et al. (2006), se encontró que el uso de las ceras 

Sempresh TM al 1 % y Sta-Fresh 7055 al 10% aplicadas sobre la fruta redujo el 

oscurecimiento interno, mantuvo un mayor contenido de ácido ascórbico y se logró 

extender la vida útil en cinco días con respecto al testigo sin uso de cera , el cual 

fue almacenado durante 28 días. Debido a los beneficios que brinda este insumo, 

el encerado de la fruta es una de las prácticas utilizadas comúnmente en plantas 

empacadoras de piña de Costa Rica (MAG 2010). 

Además del cloro y el encerado, sobre la fruta se aplica fungicidas para 

evitar el deterioro debido al desarrollo de hongos poscosecha y es común que 

estos sean mezclados y aplicados junto con la cera , la cual cubre toda la 

superficie de la fruta, sin embargo, en algunas fincas también se aplican 
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directamente en el pedúnculo mediante aspersión (Paull y Duarte 2011 ). Entre los 

más utilizados y mencionados por diversos autores se encuentran el benomil, 

tiabendazol y triadimefon (Eckert y Ogawa 1985, Paull 1993, Reyes 1999, Arias y 

Toledo 2000, Reyes et al. 2004, Pinto y Haroldo 2004, Saborío y Fonseca 2011) y 

otros en proceso de registro en Estados Unidos como el fludioxonil (Adaskaveg y 

F6rster 2010), sin embargo, debido a los riesgos para la salud humana, el uso de 

este tipo de insumos cada vez se restringe más en los mercados destino y se 

evalúa constantemente el cumplimiento de los LMRS (límites máximos de 

residuos), lo que obliga a buscar estrategias de manejo integrado que permitan 

reducir al mínimo o eliminar su uso (Sharma et al. 2009, Hjorth et al. 2011 ). Otro 

de los problemas relacionados con el uso continuo de fungicidas poscosecha 

consiste en el desarrollo de resistencia por parte del patógeno y un ejemplo de ello 

se menciona en cítricos donde Sánchez-Torres y Tuset (2011) encontraron un 

77% y 84% de las razas de Penici/lium digitatum resistentes al imazalil y 

thiabendazol respectivamente, situación que también fue informada previamente 

por Hamamoto et al. (2001) y Kinay et al. (2007) en aislamientos de este hongo 

recuperados en plantas empacadoras de cítricos. 

Una vez procesada y empacada la fruta, la piña se almacena a 

temperaturas entre 8 y 1 O 'C, y una humedad relativa del "85 a 90%, con el 

objetivo de mantener los atributos de calidad y reducir el desarrollo de patógenos 

poscosecha, durante su transporte hacia el mercado destino (Malins 1991, 

Mohammed 1994, Montero y Cerdas 2005, Alvarado et al. 2006, Kader et al. 

2011 ). 
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El control biológico es otra estrategia para el manejo de patógenos en 

poscosecha y Reyes (1999) realizó trabajos en Hawai en búsqueda de 

microorganismos para el control biológico de Thie/aviopsis paradoxa en piña y 

entre los principales géneros y especies de levaduras con potencial para lograr 

este objetivo se encontró Gandida sp., Gryptococcus albidus, Pichia guil/iermondii, 

Rhodotorula aurantiaca y Rhodotorula glutinis. 

En Costa Rica, Reyes (2012), evaluó el efecto de compuestos GRAS 

(Generally recognized as safe, por sus siglas en inglés), sobre el crecimiento in 

vitro e in vivo de los géneros Fusarium y Penicil/ium, de los cuales el 

Butilhidroxianisol (BHA), fue el que mostró los resultados más promisorios para el 

control de moho en el pedúnculo de la piña en poscosecha. 

Adicional a las estrategias mencionadas, Jiménez (1999) enfatiza que la 

limpieza del área de procesamiento y empaque de la fruta es fundamental para 

evitar la infección de la misma con patógenos como Penicillium sp., Fusarium 

moniliforme y la levadura Gandida guilliermondii, los cuales se han encontrado 

como agentes causales de importantes pérdidas poscosecha en Costa Rica, 

debido al desarrollo de mohos y pudriciones en piña. En otros cultivos como 

manzana, se ha informado que la contaminación de la fruta con diferentes 

especies del género Penicillium ocurre principalmente durante el manejo 

poscosecha y se obtuvo densidades de 4.000 a 5.000 esporas m-3 en el aire de las 

cámaras de enfriamiento y almacenamiento, que correlacionaron con una alta 

densidad de esporas en la superficie de la fruta y el desarrollo posterior de 

pudriciones (Amiri y Bompeix 2005). 
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Como indica Salazar (201 O), el correcto diagnóstico de los organismos 

patógenos en las frutas es muy importante cuando se desea implementar 

estrategias de manejo. Adicional a la identificación morfológica y morfométrica que 

se han utilizado tradicionalmente, en la actualidad se dispone de herramientas 

moleculares que permiten establecer con mayor certeza los agentes causales de 

enfermedades poscosecha y en Costa Rica, esta técnica se ha implementado en 

el estudio de hongos que afectan cultivos como papa y banano (Páez et al. 2005, 

Hernández 2009, Salazar 201 O) y es una opción disponible para lograr un mejor 

conocimiento de los agentes causales de mohos en frutos de piña de Costa Rica. 

6. Fuentes de inóculo e influencia del clima en el desarrollo de 
microorganismos 

El suelo, el aire, el agua de lavado y cada una de las superficies con las que 

entra en contacto la fruta durante y después de la cosecha, pueden ser fuente 

adicional de inóculo de los diversos patógenos que causan el desarrollo de mohos 

y pudriciones en piña y otros cultivos (Arauz 1994, Araya y Cascante 2000, Barkai-

Golan 2001, Hui et al. 2006, Morales et al. 201 O). 

El inóculo del patógeno que entra en contacto con la fruta determina en gran 

medida la severidad de la infección poscosecha (Barkai-Golan 2001) y entre los 

factores que determinan la cantidad presente, se pueden citar la temperatura y la 

humedad relativa, que varían dependiendo de la zona y la época del año. El 

conocimiento del comportamiento de cada especie de patógeno con respecto a 
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estas variables climáticas es importante si se desea establecer medidas de 

combate efectivas (Arauz 2011, Rivera 1999, Araya y Cascante 2000, Ansari y 

Feridoon 2006). Wills et al. (1998) indican que, además de la relación con las 

variables climáticas, la interacción entre el hospedero y el patógeno es muy 

específica y como ejemplo de ello se cita la especie Penicillium expansum que 

afecta solamente frutos de pera y manzana, por lo que es conveniente realizar 

estudios para cada cultivo en particular. 

Las condiciones meteorológicas tienen una influencia significativa en la 

producción, dispersión y deposición de las esporas de diferentes especies de 

hongos. La lluvia, velocidad y dirección del viento, temperatura y humedad relativa 

son las principales variables que influyen sobre las poblaciones de la mayoría de 

hongos (Li y Kendrick 1995, Mueller y Buck 2003, Arauz 2011) y en muchas 

ocasiones la interacción entre diferentes variables climáticas es la que determina 

el desarrollo de enfermedades en las plantas, causadas por diferentes patógenos, 

por ejemplo, Poole et al. (2013) en trabajos realizados en Estados Unidos, 

determinaron una interacción significativa entre la temperatura, precipitación y 

presencia de nieve sobre el desarrollo y distribución en el campo de diferentes 

especies del género Fusarium. 

Debido a que el crecimiento y desarrollo de diferentes patógenos está 

determinado por sus requerimientos climáticos, es importante conocer dicha 

información para cada especie en particular (Garrett et al. 2006), y es un tema 

cada vez más importante en la agricultura, debido a que con el cambio climático 

se podría incrementar el efecto negativo de diferentes patógenos sobre los 
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cultivos, por ejemplo, la germinación de esporas del hongo Puccinia substriata 

incrementa conforme aumenta la temperatura, en un rango entre 19 'C y 22 'C 

(Tapsoba y Wilson 1997) y el patógeno de raíz Monosporascus cannonbal/us se 

reproduce con mayor rapidez a temperaturas entre 25 'C y 30 'C (Waugh et al. 

2003). 

El viento ha mostrado ser un factor importante para la diseminación de los 

hongos Penicillium spp. y Aspergillus spp., incluso con estos patógenos puede 

tener más influencia que la temperatura (Pasanen et al. 1991, Li y Kendrick 1995). 

En trabajos realizados por O' Gorman y Fuller (2008), se encontró una relación 

positiva ente la humedad relativa y el conteo de esporas en el aire de los géneros 

Penicillium y Aspergillus, situación que también fue informada previamente por Wu 

et al. (2007), lo cual muestra la importancia que puede tener un cambio en alguna 

de estas variables climáticas sobre el nivel de inóculo de estos hongos. 

En trabajos in vitro realizados por Pardo et al. (2006) se encontró que, entre 

20 'C y 30 'C, los niveles mínimos de agua libre (a w) para la germinación y 

crecimiento de micelio de Penicil/ium verrucosum fueron de 0,8 y 0,85 

respectivamente, con un máximo de germinación y crecimiento entre 0,9 y 0,95. 

Con base en esta información, se generaron modelos matemáticos que de 

acuerdo con estos autores podrían servir para controlar las condiciones de 

almacenamiento de granos, con el fin de disminuir el crecimiento de este hongo. 

No solamente el crecimiento, sino también la producción de metabolitos 

como las micotoxinas están influenciados por factores como la temperatura y el aw 
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(Garcia et al. 2009). En trabajos in vitro realizados por Garcia et al. (2011 ), se 

registró la mayor producción de patulina en 79 aislados de Penicillium expansum a 

una temperatura de 20 'C, que coincide con la condición óptima para la 

esporulación y crecimiento de este hongo. 

En algunas variedades de piña, uno de los principales problemas 

patológicos poscosecha es la pudrición negra, causada por el hongo Thielaviopsis 

paradoxa y se ha determinado mediante diferentes trabajos que este 

microorganismo se desarrolla con temperaturas entre 21 y 32 ºC, con una 

temperatura óptima para su crecimiento de 27 ºC y un pH de 6 en la fruta (Mitra 

1997, Wijeratnam et al. 2005) y se ha encontrado una alta correlación entre la 

duración de la lluvia antes de la cosecha y la infección de este hongo en frutos de 

piña (Rohrbach 1994 ). 

El objetivo de mejorar el conocimiento de la respuesta de diferentes 

patógenos con respecto al clima, es buscar herramientas que permitan un manejo 

más eficiente de las enfermedades, por ejemplo, en trabajos realizados en 

California, Estados Unidos para el control de mildiú polvoso en lechuga causado 

por Bremia lactucae, se ha logrado utilizar la información de la temperatura, 

humedad relativa y período de mojadura de la hoja como criterio para programar 

las aplicaciones de fungicida, mejorándose de esta forma el establecimiento del 

programa de control químico de esta enfermedad (Wu et al. 2005). 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

El trabajo de investigación se llevó a cabo en dos zonas productoras de 

piña en Costa Rica: cantón de Puntarenas en la provincia de Puntarenas y cantón 

de Sarapiquí en la provincia de Heredia. En cada zona se seleccionó una finca y 

se realizó un muestreo mensual de abril de 2012 a marzo de 2013. Ambas fincas 

se encontraban administradas por la misma compañía y el manejo poscosecha de 

la fruta fue semejante durante el desarrollo del trabajo. Para hacer los estudios, en 

cada finca se seleccionó las siguientes fases del procesamiento de la fruta: recibo, 

lavado, encerado, empaque y enfriamiento. 

A continuación se detalla el procedimiento utilizado para el muestreo y 

procesamiento de las muestras en cada una de las fases seleccionadas: 

1. Lavado y encerado 

A partir del momento de inicio del procesamiento de la fruta en la 

empacadora, se recolectó seis submuestras de 250 ml de agua de la pila de 

lavado y desinfección de la fruta . Estas se recogieron de forma equidistante a lo 

largo de la pila, a una profundidad de aproximadamente 1 O cm, para formar una 

muestra compuesta de 1,5 L, la cual se homogenizó mediante agitación manual y 

se tomó un volumen final de 40 ml, el cual se colocó en un tubo plástico estéril, 

con una pastilla de 100 mg de tiosulfato de sodio, como agente para neutralizar el 

efecto del cloro residual sobre los posibles microorganismos presentes en el agua 

al momento del muestreo. Se completó un total de 15 muestras compuestas, con 
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un intervalo de 15 min entre cada una y se aseguró que en el momento de la toma 

de cada muestra, el agua de la pila se encontrase en recirculación. 

En el punto de caída de la cascada de cera que se aplica sobre la fruta, se 

recolectó 6 submuestras de 250 ml de la cera para formar al igual que en el agua, 

una muestra compuesta de 1,5 L, la cual se homogenizó mediante agitación 

manual y se tomó un volumen final de 40 ml y se colocó en un tubo plástico 

estéril. Estas muestras se recogieron simultáneamente con las de agua de las 

pilas de lavado y desinfección de la fruta. 

Cada muestra de cera y agua se colocó en una hielera a una temperatura 

entre 7 y 10 'C y se trasladó al Laboratorio de Tecnología Poscosecha del Centro 

de Investigaciones Agronómicas de la Universidad de Costa Rica, donde se 

mantuvieron en una cámara de enfriamiento a 7 'C previo a su procesamiento. 

Para el aislamiento de los hongos a partir de la cera se utilizó el método de 

dilución seriada estándar con tres diluciones (French y Hebert 1980, Tortera et al. 

2007), el cual consistió en colocar volúmenes de 100 µL de cera en tubos 

eppendorf estériles y adicionar 900 µL de agua destilada autoclavada, agitar 

durante 30 segundos y a partir de esta dilución tomar nuevamente un volumen de 

100 µL y repetir el procedimiento anterior hasta completar la tercera dilución. Para 

las muestras de agua no se hizo ninguna dilución. 

A partir de la dilución final de cada muestra de cera y de las muestras de 

agua, se tomó 100 µL y mediante una asa Digralsky se distribuyeron 

uniformemente en una placa Petri con el medio de cultivo papa dextrosa agar con 
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ácido láctico (PDA + Al) y cada placa se incubó a una temperatura de 22 'C y un 

fotoperíodo de 12 h luz durante 5 días. Posteriormente, se contó el número de 

unidades formadoras de colonias (UFC) de hongos, bacterias y levaduras por 

placa y se multiplicó por el factor de dilución correspondiente (10.000 en cera y 10 

en agua) para obtener el número de UFC/ml de la muestra original. 

2. Recibo de fruta y empaque 

En el área de recibo de fruta se seleccionó e identificó una carreta con fruta 

recién cosechada y con calidad de exportación (color grado 0,5 a 1, calibre 7, sin 

heridas visibles, pudriciones y sin defectos en la corona como coronas dobles o 

deformadas, de la cual se tomó un total de 28 frutas sin procesar, en adelante 

designadas como SP y otro lote con la misma cantidad de frutas procesadas con 

los tratamientos comerciales de la finca y listas para empaque, designadas como 

fruta P. Estos tratamientos consistieron en el lavado de la fruta en tanques de 

agua con concentraciones de cloro libre de 150 a 180 ppm durante 

aproximadamente 30 minutos, selección manual, aplicación de un recubrimiento 

de cera compuesta por aceite de origen vegetal y ácidos grasos del glicerol y el 

sorbitán y aspersión de fungicida en el corte. Ambos grupos de frutas provenientes 

de la misma carreta se colocaron en cajas plásticas o de cartón, se cubrieron con 

papel kraft y fueron trasladadas al Laboratorio de Tecnología Poscosecha de la 

Universidad de Costa Rica. 
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Una vez en el laboratorio, las frutas se almacenaron en cámaras de 

enfriamiento bajo condiciones que simularon el manejo comercial para exportación 

como fruta fresca : 5 días a 7 'C, 1 hora a 18 'C, 1 4 días a 7 'C y 3 días a 18 'C, 

para un total de 22 días de almacenamiento a una humedad relativa de 90 a 95%. 

Al finalizar este período, se evaluó la incidencia de moho y se estimó la severidad 

del mismo como porcentaje de cobertura del pedúnculo en cada fruta. 

De la fruta sin procesar y de la procesada, se seleccionó al azar cinco frutas 

en el momento de ingreso al laboratorio y cinco frutas al finalizar el período de 

almacenamiento y a cada una se le extrajo un segmento superficial de 

aproximadamente 3 cm2 de pedúnculo y de cáscara de la zona ecuatorial de la 

fruta . Cada uno de estos segmentos se cortó con ayuda de un bisturí en cuatro a 

seis subunidades de igual tamaño y estas se colocaron en un beaker con 30 ml 

de agua destilada estéril con una gota de Tween 20 y se agitó durante 5 minutos 

mediante un agitador magnético. Para cada muestra de pedúnculo o cáscara, se 

utilizó el método de dilución seriada estándar previamente citado para cera, 

considerando dos diluciones para los tejidos de la fruta recién cosechada y tres 

diluciones para los de la fruta almacenada durante 22 días. A partir de la última 

dilución se tomó 100 µL y se colocaron en una placa Petri con el medio de cultivo 

PDA +Al, se distribuyeron uniformemente sobre la misma con ayuda de una asa 

Digralsky y a los 5 días se contó el número de UFC por placa de hongos, bacterias 

y levaduras, que se multiplicó por el factor de dilución correspondiente (1.000 en 

fruta recién cosechada y 10.000 en fruta almacenada), para obtener la cantidad de 

UFC/ml de la suspensión inicial. 
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3. Enfriamiento y almacenamiento 

En las cámaras de enfriamiento y almacenamiento de cada finca, se 

seleccionó 15 sitios equidistantes y en cada uno se colocó una placa Petri con 

PDA + Al, la cual se expuso en ese ambiente durante 15 minutos, de acuerdo con 

la metodología utilizada por Buttner y Stetzenbach (1993) y recomendada por Pitt 

y Hocking (2009) para el muestreo por deposición de esporas de hongos 

presentes en el aire. Las placas se sellaron con parafilm, se colocaron en una 

hielera a una temperatura entre 7 y 1 O 'C y se trasladaron al Laboratorio de 

Tecnología Poscosecha de la Universidad de Costa Rica, donde se dejaron a la 

temperatura ambiente del Laboratorio durante 5 días y una vez transcurrido ese 

tiempo, se contó el número de UFC por placa de hongos, bacterias y levaduras. 

4. Identificación morfológica y molecular de los microorganismos 

Una vez finalizado el conteo de UFC en cada una de las muestras de las 

distintas fases de procesamiento, se aisló en medio PDA + Al los hongos 

presentes y luego de que esporularon, se identificó los más frecuentes mediante la 

observación de sus características morfológicas en un microscopio de luz, la 

ayuda de claves de identificación de la literatura (Barnett y Hunter 1972; von Arx 

1974; Ellis 1976; Watanabe 1994; Seifert et al. 2011) y la guía de profesionales del 

Laboratorio de Tecnología Poscosecha. 
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Los hongos que no esporularon y tres de las levaduras más frecuentes, se 

conservaron en placas Petri con medio de cultivo PDA + Al en refrigeración a 7 'C 

hasta finalizar todos los muestreos, y en una última etapa, estos microorganismos 

fueron caracterizados a nivel molecular. 

Previo a la identificación molecular de los hongos, se hizo cultivos 

monospóricos de cada especie y para los hongos que no presentaron 

esporulación y las levaduras, se trabajó con colonias puras de cada 

microorganismo seleccionado. 

Para este análisis, se trabajó con siete especies de hongos y tres levaduras 

que presentaron alta frecuencia al finalizar los muestreos en ambas fincas, los que 

fueron procesados para su identificación molecular en el Laboratorio de Técnicas 

Moleculares del Centro de Investigaciones en Protección de Cultivos (CIPROC) de 

la Universidad de Costa Rica. Otro grupo de tres hongos de micelio blanco y tres 

hongos de micelio oscuro fueron procesados en el Laboratorio de Biotecnología de 

Plantas del Centro de Investigaciones Agronómicas de la Universidad de Costa 

Rica. 

El procedimiento utilizado por el Laboratorio de Biotecnología de Plantas, 

consistió en la extracción de ADN mediante el método de . Rogers y Bendich 

(1988), citado y utilizado por Hernández (2009) y Salazar (2010) en la 

identificación molecular de especies de hongos del género Colletotrichum en 

banano. 

26 



El ADN obtenido se utilizó para amplificar mediante la reacción en cadena 

de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) las regiones de los espaciadores 

internos transcritos ITS1 e ITS2 (ITS-lnternal Transcribed Spacers, por sus siglas 

en inglés) con los imprimadores ITS5/ITS4 (White et al. 1990; Malacinski 2003). 

Cada reacción de PCR se llevó a cabo en un volumen total de 25 µL, la 

mezcla consistió de: 2,5 µL de 1 Ox Tampón DreamTaq ™; 2 µL de cada 

imprimador (10 mM); 2 µL de dNTP's (10 mM); 1,7 µL de MgCb (25 mM); 1 µL de 

BSA (20 mg/mL); 0,25 µL de polimerasa (5u/ µL) DreamTaq™ (Fermentas); 2 µL 

de ADN molde (30 ng) y 11,6 µL de agua nanopura estéril. 

La amplificación se realizó en un Termociclador Applied Biosystems Veriti™ 

con el siguiente programa térmico: desnaturalización inicial a 94 ºC por 3 minutos; 

25 ciclos bajo las siguientes condiciones: 45 segundos a 94 ºC, 30 segundos a 61 

ºC, 120 segundos a 72 ºC y una extensión final durante 5 minutos a 72 ºC. Los 

productos de amplificación fueron separados por electroforesis en geles de 

agarosa (TopVision TM Fermentas) al 1,6% (p/v) con buffer 0,5 x tris-buffer (TBE) y 

2 µL de GelRed™ (Biotum). La visualización de los fragmentos se realizó con luz 

ultravioleta (UV). 

Los productos de PCR se purificaron con el kit QiAquick PCR Purification 

Kit (Qiagen, CA, EU), de acuerdo con las indicaciones del fabricante y se enviaron 

para la secuenciación a la compañía Macrogen (Corea del Sur). Los resultados de 

secuenciación se analizaron con el programa BioEdit Sequences Alignment Editor 
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2007® y se compararon mediante el programa BLASTn (NCBI 2011) con las 

secuencias depositadas en el banco de genes (GenBank). 

La extracción del ADN en el Laboratorio de Técnicas Moleculares del 

CIPROC, se llevó a cabo mediante el método CTAB (Murray y Thompson 1985) y 

este se cuantificó mediante un espectrofotómetro BioPhotometer Plus 6132 

(Eppendorf), y se llevó a una concentración final de 80 ng/µL. La reacción de PCR, 

la secuenciación del ADN y el análisis de resultados se realizó con los mismos 

imprimadores, reactivos y programa infonnático utilizados por el Laboratorio de 

Biotecnología de Plantas, de acuerdo con los protocolos específicos de cada 

laboratorio. 

5. Pruebas de crecimiento in vitro 

Una vez finalizados todos los muestreos en las empacadoras, se seleccionó 

nueve hongos que presentaron alta frecuencia en ambas zonas, los cuales fueron 

identificados previamente a nivel de género. Además, se seleccionó los dos 

hongos de micelio claro y tres hongos de micelio oscuro más frecuentes, que 

correspondieron a microorganismos agrupados en dos categorías definidas como 

hongos de micelio blanco (Hgblbp y Hgblbc) y una categoría de hongos de micelio 

oscuro (Hgosc) y que no presentaron esporulación en medio PDA +Al. 

Con cada uno de estos hongos seleccionados se realizó una prueba de 

crecimiento in vitro en medio de cultivo PDA +Al, para lo que se tomó un disco de 

aproximadamente 0,5 cm2 de PDA con el micelio de cada hongo, se colocó en el 
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centro de una placa Petri con el medio de cultivo, se almacenó en una incubadora 

a 18 'C, con un fotoperíodo de 12 h durante 6 días. Una vez transcurrido este 

tiempo, se evaluó el crecimiento de cada microorganismo de dos formas distintas 

detalladas a continuación: 

Para un primer grupo constituido por siete de los hongos más frecuentes, se 

evaluó el porcentaje de cobertura del crecimiento del hongo por placa. debido a 

que por el tipo de esporulación, se produjo un patrón de crecimiento de colonias al 

azar sobre la superficie del medio, razón por la cual, la medición del diámetro de 

crecimiento no se consideró un buen indicador. 

Para el segundo grupo que correspondió a los hongos de micelio blanco, de 

micelio oscuro y los géneros Lasiodiplodia y C/adosporium, se evaluó el diámetro 

mayor y diámetro menor de crecimiento de la colonia, y a partir de éstos se obtuvo 

un promedio de diámetro, metodología previamente utilizada en pruebas in vitro 

por Astúa et al. (1994), Hernández (2009) y Salazar (2010). 

6. Relación de las poblaciones de hongos y el porcentaje de moho con 
diferentes variables climáticas 

Para realizar posteriormente un análisis de regresión eri fruta procesada y 

sin procesar de ambas fincas, se seleccionó como variables dependientes para 

cada muestreo, los promedios de porcentaje de incidencia y porcentaje de moho 

en el pedúnculo, UFC/ml de hongos en la suspensión del pedúnculo y UFC/ml de 

hongos en la suspensión de cáscara, y como variables regresoras, la precipitación 
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acumulada (mm), el porcentaje de humedad relativa (%HR), la velocidad del viento 

(km/h), la temperatura promedio, máxima, mínima y la diferencia entre 

temperatura máxima y mínima (~T 'C). Para cada una de estas variables 

climáticas se utilizó el promedio o acumulado en el caso de la precipitación, de las 

primeras dos semanas de desarrollo de la fruta en el campo, una, dos y tres 

semanas antes de la cosecha y el promedio o acumulado en las 20 semanas de 

desarrollo de la fruta en el campo, el cual corresponde al tiempo promedio de 

desarrollo de la fruta en ambas fincas. 

7. Análisis estadístico 

Los datos de las poblaciones de hongos fueron transformados a log10 (x+ 1) 

para facilitar la visualización de las tendencias de las mismas durante el año de 

estudio. 

En el análisis estadístico se incluyó el total de datos de los doce muestreos 

para cada fase de la empacadora muestreada. Se utilizó una prueba de F para 

comparar las varianzas de las poblaciones de hongos en los diferentes sustratos o 

procesos, de acuerdo con la siguiente agrupación por finca: agua vs cera, 

pedúnculo de fruta procesada vs pedúnculo de fruta sin procesar al momento de la 

cosecha y a los 22 días de almacenamiento, cáscara de fruta procesada y sin 

procesar al momento de la cosecha y a los 22 días de almacenamiento y 

porcentaje de moho en fruta procesada vs sin procesar. Una vez comparadas las 

varianzas, se aplicó una prueba de t de Student para muestras independientes, 
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suponiendo varianzas iguales o desiguales y se comparó las medias de acuerdo 

con la misma agrupación utilizada para la prueba de F. 

Se realizó un análisis de frecuencia de recuperación de los hongos, 

bacterias y levaduras. Para esto, se contabilizó el número de placas Petri con 

medio de cultivo en las que se registró cada género o especie de microorganismo 

y se dividió entre el total de placas Petri de todas las fases de procesamiento 

muestreadas en ambas fincas. Con base en este análisis, se escogió y se graficó 

los cinco hongos más frecuentes y dentro del grupo de levaduras y bacterias, las 

cuatro más frecuentes. Se realizó este mismo análisis con el total de muestras 

para cada fase de procesamiento. 

Para los resultados de las pruebas de crecimiento in vitro se realizó un 

análisis de varianza y la separación de medias a través de la prueba de diferencia 

mínima significativa (DMS) al 5% con el programa estadístico lnfostat, versión 

2012. 

Con los datos de clima como variables regresoras y las poblaciones de 

hongos en la fruta y el porcentaje de moho como variables dependientes, se 

realizó un total de 630 regresiones lineales para cada finca, mediante el programa 

estadístico lnfostat, versión 2012 y se seleccionó aquellas quE3 presentaron un R2 

ajustado igual o mayor a 0,6. 
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RESUL 1 AOOS 

1. Poblaciones de hongos, bacterias y levaduras en diferentes etapas del 
proceso poscosecha de la piña 

1.1 Hongos 

1. 1. 1 Aguas de lavado-desinfección y cera 

En la figura 1 se observa que las poblaciones de hongos en la cera utilizada 

durante el proceso poscosecha de ambas zonas fueron mayores que las del agua 

de lavado-desinfección en la mayoría de los muestreos, y los valores más altos en 

cera se alcanzaron en Puntarenas en los meses de junio de 2012 y marzo de 

2013, y en Sarapiquí en agosto y noviembre de 2012. 

Al comparar entre ambas zonas se observa que en Sarapiquí, las 

poblaciones de hongos en la cera en los meses de julio a diciembre de 2012 

tendieron a ser mayores que en Puntarenas, con excepción de octubre que 

presentó un valor de cero UFC/ml en Sarapiquí. 
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Figura 1. Promedio mensual de UFC de hongos/ml en aguas de lavado-desinfección y 
cera de las fincas de Puntarenas (A) y Sarapiquí (B). 

1.1.2 Aire de las cámaras de enfriamiento y almacenamiento 

Las poblaciones de hongos por placa, capturadas en el aire de las cámaras 

de enfriamiento fueron mayores durante todo el intervalo de evaluación en la zona 

de Sarapiquí que en Puntarenas, alcanzándose las cantidades más altas en los 

meses de junio y agosto de 2012 y enero y marzo de 2013 con valores cercanos a 

1,3 UFC/placa (17,3 UFC, dato sin transformar), mientras que en esos mismos 

meses en Puntarenas se obtuvo valores menores a 0,3 UFC/placa (0,9 UFC, dato 

sin transformar) (Figura 2). 
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Figura 2. Promedio mensual de UFC de hongos recuperados por placa Petri con PDA + 
Al, en muestreos del aire de las cámaras de enfriamiento de las fincas de 
Puntarenas y Sarapiquí. 

1.1.3 Pedúnculo y cáscara de fruta procesada y sin procesar 

1.1.3.1 Pedúnculo 

Las poblaciones de hongos en el pedúnculo de fruta recién cosechada, 

procesada y sin procesar presentaron variaciones durante el año, con valores 

registrados entre O y 1,5 UFC/ml de suspensión en Puntarerias y entre O y 2 

UFC/ml en Sarapiquí, como se muestra en la Figura 3. A pesar de no observarse 

una tendencia definida en el comportamiento de estas poblaciones a lo largo del 

año evaluado, de los meses en que se registró crecimiento de hongos, se obtuvo 

solamente 2 de 8 muestreos en Puntarenas y 1 de 6 muestreos en Sarapiquí, en 
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que la población en fruta procesada fue mayor que en fruta sin procesar. En el 

resto de los muestreos se registró O UFC/ml en ambos tipos de fruta muestreada 

(Figura 3). 
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Figura 3. Promedio mensual de UFC de hongos/ml de la suspensión de pedúnculo de 
fruta recién cosechada, procesada (P) y sin procesar (SP) de las fincas de 
Puntarenas (A) y Sarapiquí (B). 

Las poblaciones de hongos en el pedúnculo, en ambas fincas después de 

22 días de almacenamiento de la fruta procesada y sin procesar (Figura 4 ), fueron 

mayores que las presentes al momento de la cosecha (Figura 3), con valores que 

van desde 0, 7 hasta 5,5 UFC/ml. 

Al comparar ambas zonas, a los 22 días de almacenamiento se observa 

que en la mayoría de los muestreos, las poblaciones de hongos en el pedúnculo 

sin procesar tendieron a ser mayores que en el pedúnculo procesado, con 

excepción de los meses de octubre de 2012 en Puntarenas y abril y junio de 2012 

y febrero y marzo de 2013 en Sarapiquí. 
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Al igual que al momento de la cosecha, después de 22 días de 

almacenamiento, las poblaciones de hongos en el pedúnculo presentaron 

variaciones durante el año de estudio, donde los valores más altos de UFC/ml se 

registraron en fruta SP de Puntarenas en los meses de mayo, junio y noviembre 

de 2012 y marzo de 2013, con valores entre 4,73 y 5,38 UFC/ml, mientras que en 

Sarapiquí, los valores más altos alcanzados en fruta procesada y sin procesar, 

estuvieron entre 4 y 5,58 UFC/ml en los meses de abril, junio y julio de 2012 y 

febrero y marzo de 2013. 
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Datos de agosto en Puntarenas y mayo en Sarapiqui no disponibles. 

Figura 4. Promedio mensual de UFC de hongos/ml de la suspensión de pedúnculo de 
fruta procesada (P) y sin procesar (SP) de las fincas de Puntarenas (A) y 
Sarapiquí (B), después de 22 días de almacenamiento. _ 
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1.1.3.2 Cáscara 

En la figura 5 se muestra una población de hongos similar en la cáscara de 

fruta recién cosechada, procesada y sin procesar de ambas zonas, con excepción 

del mes de enero de 2013 en Puntarenas, donde la población en fruta procesada 

fue menor que en fruta sin procesar y en mayo de 2012 en Sarapiquí, donde no se 

recuperó hongos en la cáscara de fruta procesada y en la fruta sin procesar se 

obtuvo 3,5 UFC/ml. En general, en ambas fincas la mayoría de los valores 

obtenidos se mantuvo entre 2 y 5 UFC/ml. 

La población de hongos en la cáscara de fruta recién cosechada fue mayor 

que en el pedúnculo (Figuras 3 y 5) en ambas zonas, y se observó esta misma 

tendencia a lo largo de todos los muestreos, tanto en fruta procesada como sin 

procesar. 
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Figura 5. Promedio mensual de UFC de hongos/ml de la suspensión de cáscara de fruta 
recién cosechada, procesada (P) y sin procesar (SP) de las fincas de 
Puntarenas (A) y Sarapiquí (B). 
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La figura 6A, correspondiente a las poblaciones en cáscara después del 

almacenamiento, muestra en Puntarenas épocas del año, junio y julio de 2012 y 

de octubre de 2012 a enero de 2013, en que la población de hongos en la cáscara 

de fruta procesada fue menor que en fruta sin procesar. En Sarapiquí (Figura 68), 

no se presentó este mismo comportamiento, sino que solamente en algunos 

meses del año, abril, junio, octubre y noviembre de 2012 y febrero y marzo de 

2013, la población en fruta procesada fue menor que en fruta sin procesar. 

En general, la población de hongos en la cáscara de fruta almacenada 

durante 22 días de Puntarenas (Figura 6A), tendió a ser menor en los meses de 

final e inicio de año, tal como se observa en los resultados obtenidos entre los 

meses de noviembre de 2012 y marzo de 2013 y en el primer muestreo realizado 

en abril de 2012, donde se obtuvo los valores más bajos de O UFC/ml en fruta 

procesada y 0,8 UFC/ml en fruta sin procesar. En Sarapiquí (Figura 68), la 

población de hongos se mantuvo entre 2,79 y 5 UFC/ml durante todos los 

muestreos, desde abril hasta diciembre de 2012 y en marzo de 2013. 
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Figura 6. Promedio mensual de UFC de hongos/ml de la suspensión de cáscara de 
fruta procesada (P) y sin procesar (SP) de las fincas de Puntarenas (A) y 
Sarapiquí (B), después de 22 días de almacenamiento. 
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1.2 Levaduras y bacterias 

1.2.1 Aguas de lavado-desinfección y cera 

La figura 7 muestra poblaciones de bacterias y levaduras menores en agua 

que en cera en los muestreos en que hubo crecimiento. En el agua de las pilas de 

lavado de Puntarenas (Figura 7 A), solamente se registró crecimiento de estos 

microorganismos en abril, mayo y julio de 2012, con valores entre 1,5 y 2,8 

UFC/ml, mientras que en Sarapiquí (Figura 78), solamente se registró crecimiento 

en junio y julio de 2012, con 0,5 UFC/ml en cada mes. 

En la cera de Puntarenas (Figura 7 A) se obtuvo una mayor población de 

bacterias y levaduras en el período comprendido entre abril y setiembre de 2012, 

con los valores más altos en los meses de mayo y julio de 2012, de 5,7 y 4,7 

UFC/ml respectivamente. En Sarapiquí (Figura 78), se recuperó bacterias y 

levaduras en cera entre abril y julio de 2012, con los valores máximos en junio y 

julio de 5 UFC/ml y en el resto del año no hubo crecimiento o este fue menor a 

0,5 UFC/ml, con excepción de marzo de 2013, donde se registró 1,6 UFC/ml en 

promedio. 

39 



-+-Agua - ~ Cera A -+-Agua - ~ Cera B 

20U 

*Datos transformados a 10910 (x+ 1) 

Figura 7. Promedio mensual de UFC de levaduras y bacterias/ml en aguas de lavado­
desinfección y cera de las fincas de Puntarenas (A) y Sarapiquí (B). 

1.2.2 Aire de las cámaras de enfriamiento 

En la figura 8 se observa que las poblaciones de levaduras y bacterias 

registradas fueron iguales o menores a 1 UFC/placa en ambas zonas, con una 

época del año, de abril a junio de 2012, en que las poblaciones en Sarapiquí 

fueron mayores que en Puntarenas y una segunda época, de julio a diciembre de 

2012, en que ocurrió lo contrario. En el 2013, las poblaciones fueron semejantes 

en ambas zonas, con valores entre 0,46 y 1 UFC/ml. 
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Figura 8. Promedio mensual de UFC de levaduras y bacterias recuperadas por placa 
Petri con PDA +Al, en muestreos del aire de las cámaras de enfriamiento de 
las fincas de Puntarenas y Sarapiquí. 

1.2.3 Pedúnculo y cáscara de fruta procesada y sin procesar 

1.2.3.1 Pedúnculo 

La población de levaduras y bacterias en fruta recién cosechada fue mayor 

en el pedúnculo sin procesar que procesado, en todos los muestreos de ambas 

zonas (Figura 9). En la fruta procesada de Puntarenas (Figura 9A), la población se 

incrementó desde junio con 0,6 UFC/ml hasta agosto de 2012 con un máximo de 

2,7 UFC/ml y luego disminuyó y se mantuvo en O UFC/ml entFe octubre de 2012 

y marzo de 2013. La fruta sin procesar presentó los valores más altos de hasta 4,5 

UFC/ml entre junio y agosto de 2012 y luego tendió a disminuir y mantenerse 

entre setiembre de 2012 y marzo de 2013 en poblaciones entre 1,5 y 2,8 UFC/ml. 

41 



A partir del pedúnculo de fruta procesada de Sarapiquí {Figura 98), se 

registró crecimiento de bacterias y levaduras en dos épocas del año, de mayo a 

julio de 2012 y de enero a marzo de 2013, mientras que en el pedúnculo de fruta 

sin procesar se registró crecimiento durante todos los muestreos, alcanzándose 

los valores más altos en julio y setiembre de 2012 y marzo de 2013, con valores 

entre 3,9 y 4,4 UFC/ml. 

Las poblaciones de levaduras y bacterias en el pedúnculo al momento de la 

cosecha {Figura 9) en ambas zonas, tendieron a ser mayores que las poblaciones 

de hongos {Figura 3), ya que las primeras alcanzaron valores de hasta 4,6 

UFC/ml, mientras que el valor máximo obtenido en hongos fue de 2 UFC/ml. 
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Figura 9. Promedio mensual de UFC de levaduras y bacterias/rnL de suspensión de 
pedúnculo de fruta recién cosechada, procesada (P) y sin procesar (SP) de las 
fincas de Puntarenas (A) y Sarapiquí (B). 
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En la figura 1 O que muestra las poblaciones de levaduras y bacterias en el 

pedúnculo después de 22 días de almacenamiento, se observa una mayor 

cantidad de estos microorganismos en fruta sin procesar que en la procesada, con 

excepción de junio de 2012 en Puntarenas y febrero de 2013 en Sarapiquí. Se 

obtuvo una mayor variación durante el año en los valores promedio de la fruta 

procesada, con una tendencia a disminuir en Puntarenas desde 5,5 UFC/ml en 

setiembre de 2012, hasta O UFC/ml en diciembre de ese mismo año, mientras 

que en Sarapiquí la reducción se observó desde abril de 2012 con 5 UFC/ml 

hasta setiembre del mismo año con O UFC/ml. A su vez, la variación en las 

poblaciones de la fruta sin procesar fue menor durante el año de estudio, 

manteniéndose en Puntarenas desde julio de 2012, hasta marzo de 2013 entre 5,3 

y 6,8 UFC/ml y en Sarapiquí entre 3,9 y 6,6 UFC/ml durante todo el período de 

evaluación. 
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Datos de agosto de 2012 en Puntarenas y mayo de 2012 en Sarapiqui no disponibles. 

Figura 10. Promedio mensual de UFC de levaduras y bacterias/ml de la suspensión de 
pedúnculo de fruta procesada (P) y sin procesar (SP) de las fincas de 
Puntarenas (A) y Sarapiquí (B), después de 22 días de almacenamiento. 
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1.2.3.2 Cáscara 

El promedio de población de levaduras y bacterias en la cáscara de fruta 

recién cosechada (Figura 11 ), procesada y sin procesar de la finca de Puntarenas 

fue similar, con los valores más bajos entre 0,7 y 3,4 UFC/ml en abril y setiembre 

de 2012 y enero de 2013. En Sarapiquí, la población de estos microorganismos 

fue menor en fruta sin procesar que en fruta procesada en el período comprendido 

entre octubre de 2012 y enero de 2013, mientras que de mayo a julio de 2012 se 

obtuvo entre 3,4 y 4,5 UFC/ml en ambos tipos de fruta. Estos resultados muestran 

que en ambas zonas, el proceso poscosecha no generó diferencias importantes 

en la disminución de las poblaciones de levaduras y bacterias en fruta recién 

cosechada. 

Al comparar estas poblaciones en cáscara con las presentes en el 

pedúnculo al momento de la cosecha (Figura 9), se observa que tendió a ser 

mayor la población en cáscara que en el pedúnculo de fruta procesada en ambas 

zonas, ya que las poblaciones en cáscara presentaron promedios de hasta 4,9 

UFC/ml, mientras que en el pedúnculo se obtuvo como máximo 2,7 UFC/ml en 

Agosto de 2012 en Puntarenas. 
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Figura 11. Promedio mensual de UFC de levaduras y bacterias/ml de suspensión de 
cáscara de fruta recién cosechada, procesada (P) y sin procesar (SP), de las 
fincas de Puntarenas (A) y Sarapiquí (B). 

Como se muestra en la figura 12, las poblaciones de levaduras y bacterias 

en la cáscara después de 22 días de almacenamiento presentaron menos 

variaciones durante el año en Puntarenas que en Sarapiquí, donde estas 

tendieron a disminuir entre noviembre de 2012 y marzo de 2013, tanto en fruta 

procesada como sin procesar, hasta alcanzar un mínimo de 1 UFC/ml, mientras 

que en Puntarenas, durante la mayor parte del período de evaluación se 

mantuvieron entre 4 y 6 UFC/ml. 

Se destaca además, que durante la mayoría de los muestreos (7 de 12 en 

Puntarenas y 10 de 12 en Sarapiquí), la población de levaduras y bacterias en 

fruta procesada fue igual o mayor que en fruta sin procesar. 
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Figura 12. Promedio mensual de UFC de levaduras y bacterias/ml de suspensión de 
cáscara de fruta procesada (P) y sin procesar (SP), de las fincas de 
Puntarenas (A) y Sarapiqui (B), después de 22 días de almacenamiento. 

2. Incidencia y severidad de moho en pedúnculo de fruta procesada y sin 
procesar 

2.1 Incidencia 

La figura 13 muestra la incidencia de moho por mes en el pedúnculo de la 

fruta de las fincas de Puntarenas y Sarapiquí. Se obtuvo una incidencia cercana o 

igual al 100% en fruta sin procesar durante la mayoría de los muestreos en ambas 

zonas, con excepción de abril de 2012 en Puntarenas y agosto y diciembre de ese 

mismo año en Sarapiquí. 

La mayor incidencia de moho en fruta procesada de Puntarenas se 

presentó en los meses de mayo a agosto de 2012, con valores entre 30% y 100%, 
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mientras que en Sarapiquí, la mayor incidencia se registró en los meses de abril a 

julio de 2012 y febrero a marzo de 2013, con valores entre 87% y 100%. En las 

dos zonas de estudio, en los meses de setiembre a diciembre de 2012 se obtuvo 

valores bajos de menos del 20% de incidencia en la fruta procesada, 

comportamiento que se mantuvo en Puntarenas hasta marzo de 2013, mientras 

que en Sarapiquí tendió a aumentar a partir de enero y hasta marzo de 2013, 

donde se alcanzó una incidencia del 90%. 
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Figura 13. Incidencia de moho en el pedúnculo de frutos de piña procesada (P) y sin 
procesar (SP) de las fincas de Puntarenas (A) y Sarapiquí (B), después de 22 
días de almacenamiento. 

2.2 Severidad 

La cantidad de moho en el pedúnculo de la fruta sin procesar fue mayor que 

en la fruta procesada en todos los meses para ambas zonas (Figura 14). En 

Puntarenas, el máximo porcentaje obtenido en fruta procesada fue del 10% en los 

meses de junio y agosto de 2012 y en el resto del año, el promedio se mantuvo 
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entre 0,04 y 0,96 %, con excepción de abril, setiembre y diciembre de 2012, donde 

no hubo desarrollo de moho. A su vez, en Sarapiquí se obtuvo los mayores 

porcentajes de moho en fruta procesada, entre 5% y 25% en los meses de abril a 

julio de 2012, y en el 2013 se registró un aumento a partir de enero, hasta 

alcanzar un máximo de 75% en el mes de marzo. En el resto de los muestreos, se 

obtuvo entre 0,04 y 0,48%, con excepción de setiembre y diciembre de 2012, 

donde no hubo desarrollo de moho. 
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Figura 14. Porcentaje de moho en el pedúnculo de frutos de piña procesada (P) y sin 
procesar (SP) de las fincas de Puntarenas (A) y Sarapiquí (B), después de 22 
días de almacenamiento. 

En la figura 15 se complementa la información de incidencia y severidad, 

con imágenes de los diferentes tipos de moho que crecieron sobre la superficie del 

pedúnculo en ambas zonas de estudio. 
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Figura 15. Crecimiento de diferentes tipos de moho en el pedúnculo de frutos de piña, 
provenientes de las fincas de Puntarenas y Sarapiquí. 
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3. Comparación estadística de las poblaciones de microorganismos y el 
porcentaje de moho en el pedúnculo 

Los cuadros 1 y 2 muestran el análisis estadístico mediante pruebas de F y 

t para las poblaciones de hongos, levaduras y bacterias en el pedúnculo y la 

cáscara, y el porcentaje de moho en las fincas de Puntarenas y Sarapiquí, tanto 

para la fruta procesada (P) como sin procesar (SP), a la cosecha y luego de 22 

días de almacenamiento. 

En Puntarenas, ni la población de hongos, ni la de levaduras y bacterias en 

el pedúnculo de fruta recién cosechada, presentó diferencias significativas entre 

fruta procesada (P) y sin procesar (SP), mientras que en Sarapiquí, solamente la 

población de levaduras y bacterias fue mayor en fruta SP que en fruta P. Después 

de 22 días de almacenamiento, la población de hongos, levaduras y bacterias en 

el pedúnculo de Puntarenas fue menor en fruta P que en SP, mientras que en 

Sarapiquí se encontró diferencias significativas únicamente en la población de 

levaduras y bacterias en este tejido, con un promedio aproximadamente seis 

veces mayor en fruta SP. 

Aunque el análisis estadístico no compara específicamente entre zonas, el 

promedio de la población de hongos en el pedúnculo fue mayor en Sarapiquí que 

en Puntarenas luego de 22 días de almacenamiento de la fruta, y esto se reflejó 

en un mayor porcentaje de moho en fruta procesada, donde se obtuvo un 11,6% 

en Sarapiquí y fue de un 2, 1 % en Puntarenas (Cuadro 1 ). 
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En la cáscara, solamente se obtuvo diferencias significativas en fruta recién 

cosechada, donde la población de hongos de Puntarenas y la de levaduras y 

bacterias en Sarapiquí, fue mayor en fruta SP que en fruta P. 

En la cáscara, la población de hongos presentó diferencias significativas 

únicamente en fruta recién cosechada de Puntarenas y fue mayor en fruta sin 

procesar, y en la población de levaduras y bacterias, solamente se obtuvo 

diferencias significativas en fruta recién cosechada de Sarapiquí, donde la 

población fue mayor en fruta que no recibió procesamiento poscosecha. 

Aunque no se obtuvo diferencias estadísticas significativas entre las UFC 

de hongos en el pedúnculo de fruta procesada y sin procesar de Sarapiquí, tanto a 

la cosecha como luego de 22 días de almacenamiento, en las figuras 3 y 4 se 

observó durante varios meses del año poblaciones promedio más altas en la fruta 

sin procesar, lo cual coincidió con un promedio mayor en la población de hongos 

de la fruta que no recibió tratamiento poscosecha (Cuadro 1 ). Una situación 

similar a nivel estadístico ocurrió con las poblaciones de levaduras y bacterias en 

el pedúnculo de fruta recién cosechada de Puntarenas, donde se obtuvo un 

promedio de UFC mayor durante el año de estudio en fruta sin procesar (Figura 9), 

mientras que en la cáscara de la fruta de Sarapiquí luego de 22 días de 

almacenamiento, se obtuvo poblaciones más altas durante la mayoría de los 

muestreos en la fruta procesada (Figura 12), lo cual se reflejó en un promedio 

mayor para este tejido (Cuadro 1 ), en comparación con la fruta que no recibió 

procesamiento poscosecha. 
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En ambas fincas, la población de todos los microorganismos muestreados 

fue mayor en cera, que en aguas de lavado-desinfección, con diferencias 

importantes, ya que en hongos se obtuvo como máximo 6,4 UFC/ml en agua de 

Puntarenas, mientras que los promedios en cera fueron de 4.747,2 UFC/ml en 

Puntarenas y 12.737,4 UFC/ml en Sarapiquí. 

Cuadro 1. Comparación estadística entre los promedios de UFC de hongos en la fruta, 
agua y cera, y el porcentaje de moho en el pedúnculo de fruta procesada (P) y 
sin procesar (SP), de las fincas de Puntarenas y Sarapiquí. 

Puntaren as Sarapiquí 

Variables Promedio p (F} p (t) Promedio p (F) p (t) 

UFC/ml pedúnculo P cosecha 2.213,8 a 
1,5 xlff19 0,52 

19,2 a 
0,002 0,08 

UFC/ml pedúnculo SP cosecha 950,3 a 707,3 a 

100.318,2 a 
0,35 0,33 

134.139,4 a 

UFCjml cásc P cosecha 
0,02 

61.610,1 a 
1,11 X lff5 0,12 

UFg/ml cásc SP ~ha 72.514,3 a 97.504,3 a 

UFC/ml cásc P 22 d 211.454,6 a 
0,008 0,84 

92.833,3 a 
2,39 X l ff9 0,15 

UFC/ml cásc SP 22 d 184.727,3 a 166.000,0 a 

UFC/mlagua 6,4b o 2,2x10·9 0,2b o 2,3 xlff17 

UFYmlcera 4.7~7,2a i 
12.737,4 a 

% moho fruta P 22 d 2,1 b o 3,2x10~2 11,6b 
1,7 x10·13 1,5 x10·27 

% moho fruta SP 22 d 48,9a 42,Sa 



Cuadro 2. Comparación estadística entre los promedios de UFC de levaduras y bacterias 
en la fruta, agua y cera, de las fincas de Puntarenas y Sarapiquí. 

Variables 

): . 
UFC/ml cásc P cosecha 

::~..:· ··~/' ' , . ' 

UFÉ/ml dsc SP f05ecfla 

UFC/ml cásc P 22 d 

UFC/ml cásc SP 22 d 

Puntare nas 

Promedio p (F} 

11.888,2 a -6 

17.565,3 a 
3,07x 10 

45.655,7a o 
158.382,7 a 

369.272,7a 
6,66x lff16 

288.545,5a 

l._996,lb 
' o -156.854,3 a' 

Sarapiquí 

p (t) Promedio p (F} 

0,48 o 
15.033,Sa 

o 
1.073.311,5 a 

0,15 
13.226,1 b 

l,~xlff12 

27.147,1 a 

0,61 
298.200a 

51.133,3 a 
o 

8,33x 10-5 0,74b 

24.SOOa 
o 

4. Identificación morfológica y molecular de los microorganismos 

p (t) 

0,005 

2,77x 10·5 

0,018 

0,12 

-9 4,77x 10 

En el cuadro 3 se presenta la descripción de la coloración y forma de las 

colonias de los hongos más frecuentes recuperados e identificados morfológica y 

molecularmente en las diferentes fases de procesamiento en las empacadoras de 

las dos zonas de estudio. Para las especies identificadas molecularmente, se 

indica entre paréntesis el porcentaje de similitud con las secuencias genéticas y el 

número de accesión del GenBank. La información se complementa con fotografías 

que muestran la superficie y reverso de las colonias de estos microorganismos 

creciendo en medio de cultivo PDA + Al (Figuras 16 y 17). 
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Cuadro 3. Descripción de los hongos más frecuentes recuperados en las distintas fases de 

procesamiento muestreadas en las fincas de Puntarenas y Sarapiquí. 

Código/Identificación 

(número de accesión) 
Descripción del hongo 

Penicil/ium diversum (99%- Micelio verde, de colonia lisa con el borde blanco y redondeado; el 

HM 469392.1) reverso de esta con poca pigmentación. Abundante esporulación 

Penicillium purpureogenum Micelio verde, de colonia lisa con el borde blanco y redondeado, cuyo 

(100%-GU 566198.1) reverso presenta fuerte pigmentación de color rojizo. Abundante 

esporulación 

Pba01 (Penicil/ium citrinum, Micelio verde, colonia con formación de surcos radiales, el borde 

P. griseofulvum) blanco y redondeado y cuyo reverso presenta pigmentación amarilla. 

(100% JQ 316514.1/ Abundante esporulación 

100% EU 497956.1) 

Micelio verde y rojizo, con proyecciones superficiales de hitas y 

Ta/aromyces ca/idicanius conidióforos que pueden alcanzar el borde superior de la placa Petri; 

(99% NR_103665.1) colonia de borde irregular, cuyo reverso presenta una pigmentación 

rojiza . Abundante esporulación 

Fusarium proliferatum (100% Micelio blanco, con el borde de la colonia redondeado, esta adquiere 

EU 821492.1) una coloración púrpura al madurar, principalmente en el reverso de la 

misma. Abundante esporulación 

Micelio blanco, con el borde de la colonia redondeado; esta adquiere 

Fusarium sp. una coloración anaranjada al madurar, principalmente en el reverso de 

la misma. Abundante esporulación 

Micelio verde oscuro, con el borde de la colonia redondeado, cuyo 

C/adosporium sp. reverso presenta una tonalidad de verde oscuro a negro. Abundante 

esporulación 

Aspergillus acu/eatus (100% Micelio negro, con abundantes conidióforos, colonia de borde irregular 

EU 833205.1) cuyo reverso presenta poca pigmentación 

Micelio blanco algodonoso, con el borde de la colonia redondeado o 

Hgblbc irregular y reverso de la misma con poca pigmentación. Poca 

esporulación o del todo ausente 

Hongos de micelio blanco algodonoso, con el borde de las colonias 

Hgblbp redondeado o irregular y reverso de las mismas con fuerte 

pigmentación verde oscuro o negro. Poca esporulación o del todo 

ausente 

Hongos de micelio oscuro, con el borde de las colonias redondeado o 

Hgosc irregular y reverso de las mismas con fuerte pigmentación color negro. 

Poca esporulación o del todo ausente 

54 



Figura 16. Hongos más frecuentes recuperados en las fincas de Puntarenas y Sarapiquí. 
Superficie y reverso de las colonias de: A (Penicillium diversum); B (Penicillium 
purpureogenum) ; C (Penicil/ium citrinum, P. griseofulvum) ; O (Talaromyces 
calidicanius) ; E (Fusarium proliferatum) ; F (Fusarium sp.); G (Aspergil/us 
aculeatus) ; H (Cladosporium sp.). 
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Figura 17. Colonias de los hongos de micelio blanco y os~uro más frecuentes 

recuperados en las fincas de Puntarenas y Sarapiquí. Súperficie y reverso de 

las colonias de: A (Penicillium daleae) ; B (Xylaria adscendens) ; C (Hongo del 

orden Xylariales.) ; D (Daldinia eschscholtzi1) ; E (Microsphaeropsis arundinis); 

F (Phoma herbarum); G (Lasiodiplodia sp.). 
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En el cuadro 4 se presenta la descripción de la coloración y forma de las 

levaduras y bacterias más frecuentes recuperadas en el presente estudio. Para las 

especies identificadas molecularmente, se indica entre paréntesis el porcentaje de 

similitud con las secuencias genéticas y el número de accesión del GenBank. La 

información se complementa con fotografías que muestran la superficie de las 

colonias, creciendo en medio de cultivo PDA + Al (Figura 18). 

Cuadro 4. Descripción de las levaduras y bacterias más frecuentes recuperadas en las distintas 
fases de procesamiento muestreadas en empacadoras de piña de las fincas de 
Puntarenas y Sarapiquí. 

Código/Identificación 
(número de accesión) Descripción de las colonias 

Levadura color crema, con el borde de la colonia de forma irregular 

Levcr01 y reverso de la misma sin pigmentación. Produce abundante 

esporulación 

Wickerhamomyces Levadura que forma colonias redondeadas, con la superficie y 

anomalus (100% GQ reverso de color blanco. Abundante esporulación 

376076.1) 

Levcr03 (Pichia caribbica, 

Gandida fukuyamaensis)- Levadura que forma colonias redondeadas, con la superficie y 

(99% GU 248264.1/99% AM reverso de color crema. Abundante esporulación 

158923.1) 

Rhodotorula mucilaginosa Levadura que forma colonias redondeadas, con la superficie y 

( 100% HQ 702343.1) reverso de color rojizo. Abundante esporulación 

Levam02 Levadura que forma colonias de borde irregular, con la superficie y 

reverso de color amarillo 

Bcr Bacteria que forma colonias de borde redondeado, con la 

superficie y reverso de color crema 

Bam Bacteria que forma colonias de borde redondeado, con la 

superficie y reverso de color amarillo 
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Figura 18. Colonias de las levaduras y bacterias más frecuentes recuperadas en las 
fincas de Puntarenas y Sarapiquí. Superficie de las colo.nias de: A (Levcr01); 
B (Wickerhamomyces anomalus); C (Pichia caribbica, Gandida 
fukuyamaensis) ; O (Levam02); E (Rhodotorula mucilaginosa); F (Bam); G 
(Bcr). 

58 



5. Análisis de frecuencia de recuperación 

5.1 Frecuencia por grupos de organismos 

En la figura 19 se muestra la frecuencia de recuperación de los principales 

microorganismos, con base en el total de muestras de todas las fases de 

procesamiento analizadas. Se recuperó tres especies de hongos del género 

Penicillium (Figura 19A), con una frecuencia entre 5% y 28,3%, las cuales 

correspondieron a P. diversum, P. purpureogenum y una especie designada como 

Pba01, que de acuerdo con la caracterización molecular, correspondió con la 

secuencia genética de P. citrinum o P. griseofulvum. Además, se identificó 

Talaromyces calidicanius, con una frecuencia de 4,5% en Puntarenas y 7,3% en 

Sarapiquí, y un grupo de hongos de micelio claro (Hgblbc) con un 10%, dentro del 

cual se identificó los géneros y especies Pestalotia sp., Acremonium sp., 

Penicillium da/eae y Xylaria adscendens. 

En Puntarenas, fue frecuente la recuperación de un grupo de hongos de 

micelio oscuro con un 5%, dentro del cual se incluyó a C/adosporium sp ., 

Lasiodiplodia sp. , Phoma herbarum, Microsphaeropsis arundinis y Oaldinia 

eschscholtzii. 

Entre las levaduras y bacterias (Figura 198), la más frecuente correspondió 

a Wickerhamomyces anoma/us, con aproximadamente 25% en ambas zonas, una 

levadura de color crema (Levcr01) no identificada a nivel de género con un 10%, y 

Rhodotoru/a mucilaginosa, que solamente se recuperó en Puntarenas con una 
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frecuencia del 8,7%. En bacterias, las más frecuentes desarrollaron colonias de 

color crema (Bcr) con frecuencias de 16,5% y 13,4% en Puntarenas y Sarapiquí 

respectivamente y de color amarillo (Bam), aisladas únicamente en la zona de 

Sarapiquí, en un 8,5% del total de muestras. 

•Puntare nas • Sarapiqu í 
A 

•Puntare nas • Sarapiqu í 
B 

30 ~~~~~~~~~~~~~~- 30 ~~~~~~~~~~~~~~ 

.! 25 
IV 20 

-~ 15 
~ 10 
~ 5 
~ o 

Hongo 

e 25 
IV 20 
-~ 15 
~ 10 
V 
111 5 
~ o 

Lev/bact 

Figura 19. Frecuencia de los principales hongos (A), levaduras y bacterias (8), con base 
en el total de muestreos realizados en las diferentes fases de procesamiento, 
de las fincas de Puntarenas y Sarapiquí. 

5.2 Frecuencia por fase de procesamiento 

En los cuadros 5 y 6 se muestra la frecuencia de los principales 

hongos, levaduras y bacterias recuperados en cada fase de procesamiento 

muestreada (agua, cera y cámaras de enfriamiento) y en el pedúnculo y cáscara 

de fruta procesada (P) y sin procesar (SP) al finalizar los doce muestreos en cada 

zona. 

El género Penicillium se recuperó en todas las fases de procesamiento y en 

la cáscara y pedúnculo de la fruta de ambas zonas. P. diversum y P. 



purpureogenum fueron las especies más frecuentes con valores entre 0,6% y 

74,1 %, dependiendo de la fase muestreada. El grupo de hongos de micelio blanco 

también se recuperó en todas las fases de procesamiento y en la fruta de ambas 

zonas , con una frecuencia menor que Penicil/ium y que osciló entre 1, 1 % y 18,5%. 

Algunos hongos fueron frecuentes únicamente en determinadas fases de 

procesamiento, entre ellos, el grupo de hongos de micelio oscuro, con 2,4% en 

agua y 3,4% en cera de Puntarenas y 0,6% en agua y 6, 1 % en cera de Sarapiquí , 

no se recuperaron el aire de las cámaras de enfriamiento de ambas zonas y se 

aislaron únicamente en el pedúnculo de fruta sin procesar de Puntarenas. 

Aspergil/us acu/eatus fue frecuente únicamente en agua y cera de Puntarenas con 

2,4% y 3,9% respectivamente. C/adosporium sp. se recuperó en cera de 

Puntarenas con 2,2% y en Sarapiquí con un 10% y en cámaras de enfriamiento 

con un 11 % a 12% en ambas zonas (Cuadros 5 y 6). Fusarium proliferatum se 

encontró solamente en fruta, tanto procesada como sin procesar de las dos fincas, 

con excepción de la cáscara en Puntarenas, donde no se registró crecimiento de 

este microorganismo (Cuadro 5). 

En el cuadro 5 se observa que en Puntarenas, el procesamiento de la fruta 

generó diferencias en la frecuencia de recuperación de hongos en el pedúnculo, 

ya que solamente P. diversum y F. proliferatum fueron frecuentes tanto en fruta P 

como SP, mientras que en Sarapiquí, la mayoría de los hongos recuperados (4 de 

6) presentaron valores similares de frecuencia, independientemente de si la fruta 

fue procesada o no. En la cáscara de ambas zonas , los principales géneros o 

especies recuperados fueron los mismos en fruta P y SP, con una frecuencia 
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ligeramente mayor en cáscara SP y dentro de estos, predominó el género 

Penicillium con valores entre 11,4% y 37,2%. 

Con respecto a las levaduras, la más frecuente en fruta P y SP 

correspondió a W. anomalus (Cuadro 6), con valores entre 27,2% y 68,6%. 

Además, esta levadura se recuperó en agua de Puntarenas, cera de Sarapiquí, y 

en la cámara de enfriamiento de Puntarenas. R. mucilaginosa fue frecuente en el 

pedúnculo de fruta P y SP de Puntarenas y en el pedúnculo SP de Sarapiquí, con 

valores entre 13,3% y 29,8% y también presentó un 13,3% de frecuencia en la 

cáscara de fruta P de Puntarenas y 3,3% en la cera de Sarapiquí. El crecimiento 

de bacterias con colonias de color crema y amarillo fue frecuente en todas las 

fases de procesamiento, con excepción de la cera de Sarapiquí, donde solamente 

se observó el crecimiento de levaduras (Cuadro 6). 

Las demás levaduras presentaron una frecuencia entre el 4,9% y 40,2% y al 

igual que W. anomalus, fueron frecuentes en el pedúnculo, principalmente de fruta 

SP, donde además, se observó crecimiento de patrones de manchas amarillas o 

rojizas que podrían estar asociadas con la presencia de estos microorganismos. 
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Cuadro 5. Frecuencia de los principales hongos recuperados en las distintas fases de procesamiento y en la cáscara y pedúnculo 
de fruta procesada (P) y sin procesar (SP) de las fincas de Puntarenas y Sarapiquí. 

Finca Fase/tejido 

Puntarenas Agua 

Cera 

Aire de cámaras 

Pedúnc~fó""f''W/í 
#- - ~:;:.;_-, 

Pedúnculo SP 

cásc" 

Sarapiquí Agua 

Cera 

Aire de cámaras 

Cásc p Yn; 

Cásc SP. 

Frecuencia(%) por organismo 

P. diversum P. purpureogenum T. calidicanius F. proliferatum A. aculeatus C/adosporium sp. Pba01 Hgblbc Hgblbp Hgosc 

3 o o o 2,4 o o 11 ,5 4,8 2,4 

9 o o o 3,9 2, 2 o 9,6 o 3,4 

24,3 o o o o 11 ,2 8,3 5,9 8, 9 o 

0,6 

18,9 

0,6 

o 
o 

6,7 

o 

o 
o 
o 

o 
o 
o 

o 
10 

o 
10 

1, 1 

o 
12,2 45,5 18,5 

o 0,6 

o 6,1 

o o 
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Cuadro 6. Frecuencia de las principales levaduras y bacterias recuperadas en las 

distintas fases de procesamiento y en la cáscara y pedúnculo de fruta 

procesada (P) y sin procesar (SP), de las fincas de Puntarenas y Sarapiquí. 

Finca Fase/tejido 

Puntarenas Agua 

Cera 

Aire de cámaras 

Sarapiquí Agua 

Cera 

Aire de cámaras 

Frecuencia(%) por organismo 

W. anomalus R. mucilaginosa Levcr01 Levcr03 Levcr04 Levam02 Bcr Bam 

5,5 o 11,5 o o o 3,6 5,5 

o o 14 o o 9,6 8,4 5,6 

7, 1 o 16 o o 9,5 o 

o o 7,3 o o 5,6 1,7 1,7 

4,4 3,3 23,3 o o o o 
o 14,8 o 19 8,5 

o 
o 
o 
o 

6. Pruebas de crecimiento in vitro 

La figura 20 muestra el promedio del porcentaje de cobertura de la 

superficie del medio de cultivo con el micelio de los hongos más frecuentes, 

recuperados al finalizar los muestreos en ambas zonas de estudio. 

Se obtuvo diferencias significativas entre especies, donde el hongo con 

mayor crecimiento correspondió a P. purpureogenum, con un 81 % de cobertura, 

seguido por A. acu/eatus, P. diversum y T. calidicanius, todos con valores entre 

51 % y 59%. El menor crecimiento in vitro se registró en Pba01 , Fusarium 

proliferatum y Fusarium sp., cuyos valores estuvieron entre 6,7% y 20, 1 %. 

Además, es importante destacar que las especies P. purpureogenum y P. 

diversum, las cuales se recuperaron con alta frecuencia en las distintas fases de 
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procesamiento, también estuvieron entre las especies con mayor crecimiento in 

vitro. 
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*Letras diferentes entre las barras indican diferencias significativas de acuerdo con el análisis de varianza y Ja prueba de 

diferencia minima significativa (DMS) al 5%_ 

Figura 20. Porcentaje promedio de cobertura del medio de cultivo PDA + Al, con el 
micelio de los hongos más frecuentes, luego de seis días en incubación a 18 
'C. 

En la figura 21 se muestra el diámetro promedio de crecimiento sobre la 

superficie del medio de cultivo de los hongos de micelio blanco y oscuro más 

frecuentes, recuperados en los muestreos de ambas zonas. 

Se obtuvo diferencias significativas entre los géneros evaluados y 

Lasiodiplodia sp. fue el hongo con mayor crecimiento luego de seis días de 

incubación, con un diámetro de 8,5 cm que correspondió a un 100% de cobertura 

de la superficie del medio de cultivo , seguido por P. herbarum., con 5 cm de 

diámetro. El hongo con menor crecimiento fue O. eschscholtzii con 1,26 cm, 
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mientras que el resto de hongos evaluados presentaron un diámetro promedio 

entre 2, 15 cm y 3,21 cm. 
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*Letras diferentes entre barras indican diferencias significativas, de acuerdo con el análisis de varianza y la prueba 
de diferencia mínima significativa (DMS) al 5%. 

Figura 21. Diámetro promedio de crecimiento de diferentes hongos de micelio blanco y 
oscuro en medio de cultivo PDA, luego de seis días en incubación a 18 'C. 
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7. Variables climáticas y su relación con las poblaciones de hongos y 
el porcentaje de moho en el pedúnculo 

En el cuadro 7 se presenta el resumen de la relación de las variables 

climáticas con respecto a las poblaciones de hongos y el porcentaje de moho en el 

pedúnculo. En este resumen se muestra únicamente aquellas en las cuales se 

obtuvo un R2 ajustado igual o mayor a 0,6, de acuerdo con el análisis de 

regresión . 

De un total de 630 regresiones para cada finca , solamente diez en 

Sarapiquí (1,6%) y una en Puntarenas (0,2%) presentaron el mejor ajuste con un 

R2 mayor a 0,6. De estas, en Sarapiquí la precipitación acumulada dos y tres 

semanas antes de la cosecha fue la variable climática que presentó la mejor 

relación con respecto a las poblaciones de hongos en la cáscara de la fruta recién 

cosechada y después de 22 días de almacenamiento. En Puntarenas, también la 

precipitación acumulada dos semanas antes de la cosecha, fue la variable que 

presentó la mejor relación con respecto a las UFC/ml de hongos en la suspensión 

de cáscara después de 22 días de almacenamiento. 

Las otras variables que presentaron un buen ajuste en Sarapiquí fueron, la 

diferencia entre temperatura máxima y mínima (~ T) y la velocidad del viento dos 

semanas antes de la cosecha, al relacionarlas con el porcentaje de moho en el 

pedúnculo al finalizar el almacenamiento. Asimismo, la temperatura máxima (T 

max) dos y tres semanas antes de la cosecha presentó un buen ajuste, al 

relacionarla con las UFC/ml de hongos en la cáscara después de 22 días de 

almacenamiento. 
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Cuadro 7. Resumen de las variables climáticas con mayor ajuste en el análisis de 
regresión entre las condiciones climáticas previo a la cosecha de la fruta y 
las poblaciones de hongos y desarrollo de moho en el pedúnculo. 

Finca Variable en fruta Variable climática 
Semanas antes Valor de Ri 

de cosecha p ajustado 

% moho en el t.T (ºC) 2 0,0011 0,64 

pedúnculo SP 22 d Viento (km/h) 2 0,0019 0,6 

UFC/ml cásc SP Precipitación acumulada 2 0,0002 0,73 

cosecha (mm) 3 0,0014 0,62 

Sarapiquí UFC/ml cásc SP 22 d 
Precipitación acumulada 2 0,0019 0,64 

(mm) 3 0,0007 0,71 

UFC/ml cásc P cosecha 
Precipitación acumulada 2 0,0019 0,6 

(mm) 3 0,0013 0,63 

UFC/ml cásc P 22 d T max (ºC) 
2 0,0022 0,63 

3 0,0002 0,79 

Puntaren as 
Precipitación acumulada 

UFC/ml cásc SP 22 d (mm) 2 0,0011 0,68 

En las figuras 22 a 25 se observa la tendencia en la dispersión de los datos 

de las poblaciones de hongos y el porcentaje de moho en la fruta en función de las 

variables climáticas con el mejor ajuste indicadas en el cuadro 7. Además, se 

presenta la ecuación respectiva obtenida de acuerdo con el análisis de regresión 

lineal. 

En la mayoría de las variables, la relación fue positiva, ~s decir, a medida 

que aumentó la precipitación, el ti T y la velocidad del viento , aumentó el 

porcentaje de moho y las poblaciones de hongos en la cáscara, mientras que en la 

zona de Sarapiquí (Figura 25), se presentó una relación negativa entre la 

temperatura máxima durante dos y tres semanas previo a la cosecha y las 
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poblaciones de hongos en la cáscara de fruta procesada a los 22 días de 

almacenamiento. 

+ Cásc SP 22 d --Lineal ( Cásc SP 22.·d) 
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Figura 22. Regresión lineal para la variable climática que presentó la mejor relación con 
respecto a las UFC de hongos/ml en la cáscara de fruta sin procesar (SP), 
de la finca de Puntarenas. 
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Figura 23. Regresiones lineales para las variables climáticas que presentaron la mejor 
relación con respecto al desarrollo de moho en el pedúnculo de fruta sin 
procesar (SP), de la finca de Sarapiquí. 
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Figura 24. Regresiones lineales para las variables climáticas que presentaron la mejor 
relación con respecto a las poblaciones de hongos en la cáscara de fruta sin 
procesar (SP) de Sarapiquí , recién cosechada y después de 22 días de 
almacenamiento. 

70 



+ Cásc P cosecha -lineal (Cásc P comha) 

160.000 -,·-·-·--·····--·· 

140.000 ; 
y=339;Alx • 8242,.4 • 

• 120.000 .;. __ _ ------·-··--·--------·- --... . 

·s 100 ººº '--------·-.-··-·-·---- --··-·-- --··--
1 80.000 . 
..... 
~ 60.000 ....____ • 

::> 40.000 .;....-~~~----------·-----

50 100 150 200 no 300 350 

Precipitación (mmj 2 semanas 

• CáscP22d -Line.al{CáscPUdl 

300.000 ···········-····-················································· 

• 250 ... ¡ . --~ ----~":'"1<>'1572127-

E:: r~ 
50.000 • "J 

o _ _j_···-······-·-; 

25 26 27 28 29 30 31 31 

T max ('C) 2 semanas 

• f.áH Pcosecha -Lineal iCáscPcosechaj 

160.000 ~ - -
y. 258,5lx + 6821,4 + 

140.000 ¡ -·········· - ------·------------------------· 

120.000 '·······-·-··· --··--------··-----?"'­... 
,; 100.000 r 
" e so.ooo 
~ 60000 
::> 

40.000 

20.000 ,-­

º ;....-...+-,.---+--,-----.--~-----

º 100 200 300 400 500 600 

Precipitación {mm) 3 s•manas 

• Cásc P 22 d -Lineal (Cásc P 2l d) 

300.000 ,.-----------------

~ 200.000 .. 
" e lso.ooo 
..... 
u 
:; 100.000 

50.000 

o .. ................ .. -
26 27 

-+-----------

28 29 31 

T max ('C) 3 semanas 

Figura 25. Regresiones lineales para las variables climáticas que presentaron la mejor 
relación con respecto a las poblaciones de hongos en la cáscara de fruta 
procesada (P) de Sarapiquí, recién cosechada y después de 22 días de 
almacenamiento. 
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DISCUSIÓN 

1. Poblaciones de hongos, levaduras y bacterias 

En el presente trabajo, las altas poblaciones de hongos recuperadas en el 

pedúnculo de la fruta, entre mayo y agosto de 2012 en Puntarenas y de abril a 

julio de 2012 en Sarapiquí luego de 22 días de almacenada, son un buen 

parámetro para explicar la mayor incidencia y severidad de moho obtenida en 

esos meses. Este mismo patrón se observó entre enero y marzo de 2013 en 

Sarapiquí, donde se obtuvo un incremento en las poblaciones de hongos en el 

pedúnculo de fruta procesada y sin procesar y como consecuencia de ello, 

también tendió a incrementar la incidencia y severidad de moho. 

Las poblaciones de hongos que se obtuvieron en el pedúnculo de fruta 

recién cosechada no reflejaron la tendencia en los valores de incidencia y 

severidad al finalizar el almacenamiento de la fruta y un aspecto que pudo influir 

en este comportamiento fueron las especies asociadas y las diferencias en la 

velocidad de crecimiento de cada una, lo que pudo permitir que aunque 

inicialmente se encontraban en poblaciones relativamente bajas y no fueron 

detectadas con la metodología utilizada, tuvieron la capacidad de crecer y 

esporular rápidamente en el pedúnculo y desarrollar cantidades importantes de 

moho, como respuesta a las prácticas poscosecha empleadas y a las condiciones 

de almacenamiento, como cambios en la humedad relativa y temperatura. 

Esta diferencia en la velocidad de crecimiento entre distintas especies de 

hongos fue evidente en las pruebas de crecimiento in vítro realizadas en el 
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presente trabajo (Figuras 20 y 21 ), donde Penicillium purpureogenum, P. 

diversum, Talaromyces calidicanius y Aspergil/us aculeatus, presentaron una 

mayor velocidad de crecimiento que los hongos Fusarium proliferatum y Fusarium 

sp., e igualmente se observó diferencias en la velocidad de crecimiento entre los 

hongos de micelio blanco y los hongos de micelio oscuro. Resultados semejantes 

obtuvieron Baert et al. (2008) en manzana, quienes encontraron variaciones en la 

tasa de crecimiento en mm h-1 con diferentes cepas y niveles de inóculo del hongo 

Penicillium expansum y por su parte, Morales et al. (2008), concluyeron que la 

influencia de la cantidad de inóculo en el aumento de la velocidad de crecimiento 

de P. expansum en frutos de manzana fue dependiente del aislado del hongo 

utilizado. 

Los anteriores resultados y los obtenidos en el presente estudio indican 

que en piña, donde existe una diversidad de microorganismos presentes en el 

pedúnculo, es importante la identificación de los géneros o especies 

prevalecientes en este tejido, o bien, identificar los organismos presentes en la 

cáscara, el cual fue un tejido con pocas variaciones entre las poblaciones y 

especies medidas al momento de la cosecha y luego de 22 días de 

almacenamiento. La oportuna identificación de estos microorganismos permite 

desarrollar medidas específicas de manejo, de acuerdo con el tipo de organismos 

presente, la cual es una estrategia comúnmente sugerida en los programas de 

manejo integrado de enfermedades (Tewari 2002, Narayanasamy 2006). 

La estimación de las poblaciones de hongos presentes en la fruta sin 

procesar cuando ingresó a la empacadora, fue mejor en la cáscara que en el 

73 



pedúnculo, debido a que en ese tejido de ambas regiones estudiadas, se registró 

poblaciones mayores a 1 UFC/ml, lo cual permitió observar los incrementos o 

disminuciones durante el año de estudio, y aunque no necesariamente los 

aumentos en las poblaciones de hongos en la cáscara coincidieron con una alta 

incidencia y severidad de moho al finalizar el almacenamiento de la fruta , este 

podría ser un parámetro importante a medir para estimar la cantidad de inóculo 

que llega a la empacadora y entra en contacto con el agua de lavado-desinfección, 

la cera y las diferentes superficies con las que tiene contacto la fruta durante su 

procesamiento poscosecha. 

Barth et al. (2009), Prusky y Gullino (201 O), resaltan la importancia de 

conocer la carga de microorganismos con que ingresa la fruta a la empacadora, ya 

que este inóculo en muchas ocasiones es una fuente importante de esporas de 

diferentes tipos de hongos que causan pudriciones poscosecha y que, aunque los 

tratamientos comúnmente utilizados en la empacadora sean efectivos en la 

reducción del mismo, no lo eliminan completamente, como sucedió en el presente 

estudio, donde el procesamiento poscosecha, no fue suficiente para evitar por 

completo el desarrollo de moho en el pedúnculo durante el año de estudio 

(Figuras 13 y 14 ). 

La diferencia observada entre las poblaciones de hongos, levaduras y 

bacterias en el pedúnculo de fruta procesada y sin procesar, muestra el efecto 

positivo de las prácticas de manejo poscosecha en la reducción de 

microorganismos en esa zona del corte. En las fincas muestreadas, al igual que en 

otras empacadoras de piña de Costa Rica y otros países, la desinfección de la 
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fruta en agua con concentraciones de cloro entre 50 y 150 ppm y el uso de 

fungicidas poscosecha aplicados directamente al pedúnculo, son prácticas 

comunes (MAG 201 O, García y Rodríguez 2011, Hu et al. 2011, Paull y Duarte 

2011) y que pudieron influir en las diferencias encontradas durante la mayoría de 

los muestreos, donde se obtuvo las poblaciones más altas de microorganismos en 

la fruta que no recibió estos tratamientos poscosecha. 

En comparación con el pedúnculo, en la cáscara la diferencia en las 

poblaciones de hongos, levaduras y bacterias entre fruta procesada y sin procesar 

fue menor, lo cual pudo deberse a que durante el proceso poscosecha , la 

aplicación de fungicida se real izó únicamente al pedúnculo; además, estos 

resultados mostraron que la desinfección con cloro no redujo las poblaciones de 

microorganismos en la cáscara lo suficiente , las cuales pudieron continuar 

multiplicándose y se mantuvieron en este tejido, hasta finalizar el período de 

almacenamiento. 

Aunque hubo poca disminución de las poblaciones de hongos en la 

cáscara, como consecuencia de las prácticas poscosecha empleadas en ambas 

fincas, no fue evidente el desarrollo de moho en este tejido, mientras que en el 

pedúnculo, con poblaciones iguales o menores que las de cáscara , cuyos valores 

máximos estuvieron entre 4 y 5 UFC/ml, se obtuvo un desarrollo importante de 

moho, lo cual indica que este tejido provee mejores condiciones para el desarrollo 

de micelio que la cáscara, posiblemente debido a que el corte del pedúnculo es 

una herida en la fruta a partir de la cual pueden fluir sustancias nutritivas, entre 

estas los azúcares (Paull y Reyes 1996), los cuales son abundantes en este tejido, 
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en comparación con la cáscara, en la cual se ha encontrado como máximo 3% de 

sólidos solubles, mientras que en los tejidos internos de la fruta se ha obtenido 

promedios entre 13% y 17% de sólidos solubles (Kao y Chen 2013, Prakongpan 

et al. 2002, Saradhuldhat y Paull 2007, Hajar et al. 2012, Syazwani et al. 2013), y 

que sirven como sustrato para diversos microorganismos. Por su parte, la cáscara 

de la piña y otros frutos presenta un mayor contenido de sustancias como 

polifenoles, cutina y ceras, que reducen el crecimiento de microorganismos y 

protegen la fruta de infecciones por diversos patógenos (Boceo et al. 1998, Guo et 

al. 2003, Mokbel y Hashinaga 2005, Lata et al. 2009, Chanda et al. 2010, Lara et 

al. 2014), lo cual pudo influir significativamente para que aún con las poblaciones 

recuperadas, no se obtuviese desarrollo de moho en este tejido. 

Si bien, no se observó efecto del crecimiento de bacterias y levaduras en el 

pedúnculo, las poblaciones de estos microorganismos presentaron variaciones a 

lo largo del año y en general, como se observó en los cuadros 1 y 2, en promedio 

se obtuvo mayores poblaciones de levaduras y bacterias que de hongos en ambas 

zonas, lo que indica que estos microorganismos contribuyen de manera 

importante a la carga microbiológica presente tanto en el pedúnculo como en la 

cáscara. De las levaduras identificadas mediante análisis molecular, de la única 

que podría observarse fácilmente el crecimiento en el pedúncu lo, sería 

Rhodotorula mucilaginosa, debido a que las colonias presentan una coloración 

rojiza que las hace evidentes y que pudo estar relacionada con el desarrollo de 

colonias redondeadas de color rojizo observadas en el pedúnculo luego de 22 días 

de almacenamiento de la fruta , en los muestreos de julio de 2012 en Sarapiquí y 
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setiembre, octubre y noviembre de ese mismo año en Puntarenas, y que no 

cubrieron más del 5% de la superficie de ese tejido. 

R. mucilaginosa y diferentes especies del género Gandida, han sido 

señaladas como levaduras con potencial para el control biológico de los hongos 

Penicillium expansum y Botrytis cinerea en cultivos como manzana, pera y banano 

(Leibinger et al. 1997, Benbow y Sugar 1999, Lassois et al. 2008, Torres et al. 

2006, Gholamnejad et al. 2010, Guerrero et al. 2011, Li et al. 2011, Alavi-Fard et 

al. 2012). En el presente trabajo, se recuperó R. mucilaginosa y una levadura que 

correspondió con la secuencia molecular de G. fukuyamaensis, los cuales son 

microorganismos con potencial para su evaluación como controladores biológicos 

poscosecha en piña, sin embargo, se debe tomar en cuenta que otros trabajos 

realizados por Korres et al. (201 O), también informan que el género Gandida 

podría estar relacionado con la maduración prematura y fermentación de frutos de 

piña, en asociación con otros microorganismos como Klebsiella sp., 

Saccharomyces sp. y Kloeckera sp., razón por la cual sería conveniente 

desarrollar investigación que permita determinar si estas levaduras podrían tener 

potencial como controladores biológicos en piña o por el contrario, son patógenos 

que afectan el fruto. 

Debido a la diversidad de microorganismos que pueden colonizar los tejidos 

del fruto de piña, se debe considerar que, aunque en algunos casos particulares 

como en el pedúnculo de fruta procesada y sin procesar de Sarapiquí, no se 

obtuvo diferencias estadísticas en las UFC recuperadas (Cuadro 1 ), las diferencias 

en el promedio de hasta miles de UFC, podrían ser importantes a nivel biológico, 
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debido a una disminución de la cantidad de inóculo con potencial para desarrollar 

moho en la fruta procesada durante el almacenamiento, mostrándose de esta 

forma la efectividad del procesamiento poscosecha aplicado en esta empacadora. 

Una situación similar a nivel estadístico, ocurrió con las poblaciones de 

levaduras y bacterias en el pedúnculo de fruta recién cosechada de Puntarenas, 

donde se obtuvo poblaciones más altas durante el año de estudio en fruta sin 

procesar, lo cual muestra que el procesamiento poscosecha afectó de manera 

importante a estos microorganismos, mientras que en la cáscara de la fruta de 

Sarapiquí ocurrió lo contrario, y se obtuvo un promedio mayor de UFC en la fruta 

que recibió los tratamientos poscosecha, lo cual podría sugerir que prácticas como 

el encerado y la aplicación de fungicida, fomentan el crecimiento de estos 

microorganismos, ya sea porque según el tipo de cera utilizada, esta se podría 

convertir en un sustrato para su crecimiento, o bien, porque el fungicida elimina 

algunos microorganismos competidores. 

Como indican Arauz (1994), Araya y Cascante (2000) y Hui et al. (2006), el 

aire, el agua de lavado y desinfección y cada una de las superficies con que entra 

en contacto la fruta pueden ser una fuente de inóculo de los patógenos que 

causan el desarrollo de mohos y pudriciones poscosecha. Al comparar las 

poblaciones de hongos en el agua de lavado y desinfección y en cera (Figura 1 ), 

se observó que la cera constituye una fuente mayor de inóculo para el pedúnculo 

de la fruta en comparación con el agua, esto posiblemente debido a que el sistema 

de aplicación de las ceras en piña requiere de una recirculación de la misma, 

debido al costo económico de este insumo, lo que podría favorecer que con el 
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transcurso del proceso se acumulen propágulos de diseminación que podrían 

quedar depositados en el pedúnculo de la fruta durante su aplicación . Las 

poblaciones en la cera obtenidas en el presente estudio (Cuadro 1 ), fueron 

mayores que el nivel crítico para el desarrollo de moho, definido por López (2012) 

para los géneros Trichoderma , Penicillium, Aspergillus y Fusarium, donde hubo 

crecimiento de moho e incremento en la cantidad que se desarrolló en el 

pedúnculo, luego de inocular este tejido con suspensiones de al menos 1.000 

esporas/ml de cualquiera de los hongos. 

A su vez, las bajas poblaciones de hongos en el agua , podrían deberse a 

las concentraciones de cloro en el agua de lavado-desinfección de las pilas, que 

como se indicó anteriormente, es un tratamiento comúnmente utilizado en piña 

(MAG 201 O, García y Rodríguez 2011) y que en el presente estudio se registró en 

concentraciones entre 150 a 180 ppm de cloro libre durante todos los muestreos. 

En los muestreos realizados en las cámaras de enfriamiento y 

almacenamiento, se observó que el aire de las mismas contiene esporas de 

hongos que por el mecanismo de recirculación del aire de enfriamiento podrían 

alcanzar la superficie del pedúnculo y dependiendo de la especie presente, 

contribuir al desarrollo de mohos. Además, las poblaciones de hongos más altas 

durante todos los muestreos en la zona de Sarapiquí , en comparación con las de 

Puntarenas, podría deberse a diferencias en los protocolos de limpieza de las 

cámaras en ambas fincas y a que la finca de Sarapiquí procesa mayores 

volúmenes de fruta durante el año .. lo cual podría aumentar la presión de esporas 

de hongos en el aire de las cámaras. 
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Morales et al. (2008 y 2010) informan que con la adecuada limpieza y 

desinfección de las plantas empacadoras y de las cámaras de enfriamiento y 

almacenamiento de manzana, se logró disminuir significativamente el nivel de 

inóculo y la incidencia de fruta con moho causado por Penícíllíum expansum. 

Además, trabajos realizados en este mismo cultivo por Amiri y Bompeix (2005), 

mostraron una relación directa entre la cantidad de esporas por m3 en el aire de 

las cámaras de almacenamiento y la densidad de esporas del género Penícíllíum 

en la superficie de frutos de manzana, por lo tanto, aunque no fue una de las 

variables medidas en el presente estudio, la adecuada limpieza y desinfección de 

la planta empacadora y las cámaras de enfriamiento en piña son aspectos que 

deberían tomarse en cuenta para disminuir la posibilidad de que posterior a la 

aplicación de cloro y fungicida, lleguen esporas de hongos al pedúnculo, que 

podrían causar el desarrollo de mohos en poscosecha. 

2. Análisis de frecuencia y pruebas de crecimiento 

En el análisis que tomó en cuenta todas las muestras procesadas (Figura 

19), se destacó con mayor frecuencia los géneros Penícíl/íum, Ta/aromyces y el 

grupo de hongos de micelio blanco y oscuro, a la vez, los resulta·dos muestran una 

diversidad de microorganismos que podrían contribuir al desarrollo de moho en el 

pedúnculo. 

Sin embargo, al analizar únicamente las poblaciones de fruta procesada , 

destacan los géneros Penícíllíum, Talaromyces y el grupo de hongos de micelio 
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blanco como los principales microorganismos recuperados posterior a la 

desinfección con cloro y la aplicación de fungicida, lo que los define como un 

grupo crítico y el manejo del inóculo de estos microorganismos en particular, es 

importante si se desea lograr un mejor control de los mohos poscosecha en el 

pedúnculo. 

La alta frecuencia en las diferentes fases de procesamiento, el rápido 

crecimiento in vítro y la recuperación en fruta procesada, tanto recién cosechada, 

como después de 22 días de almacenamiento, permite considerar que especies 

como Penícíllium purpureogenum, P. díversum y el grupo de hongos de micelio 

blanco, son microorganismos que pueden permanecer en el pedúnculo de la fruta 

e incrementar su crecimiento cuando la piña es colocada en anaqueles en el 

mercado destino, a temperaturas de 18 'C o mayores, o cuando por alguna 

situación en particular se eleva la temperatura durante el almacenamiento y 

transporte, ya que la mayoría de especies del género Penícíllium tienen su rango 

óptimo de crecimiento entre 18 'C y 30 'C (Martínez 2003, Plaza et al. 2003, Baert 

et al. 2007, Gougouli y Koutsounamis 2010). 

El género Penícíllium se encuentra entre los hongos más importantes 

informados como patógenos en piña (Malins 1991, Mitra 1997, Hui et al. 2006) y 

que reviste importancia para el ser humano, debido a la producción de altas 

cantidades de micotoxinas en algunas especies (Martínez 2003, Barkai-Golan 

2008). Mourichon (1998) y Bartholomew et al. (2003) informan que la especie 

Penícíl/íum funículosum se encuentra directamente asociada con la enfermedad 

conocida como pudrición de los frutículos en algunas variedades de piña, lo cual 
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muestra que es un organismo importante en este cultivo. Así mismo, el género 

Talaromyces que corresponde al teleomorfo del género Penicillium, es un hongo 

poco común en frutas frescas y algunas especies son causantes de mohos en 

jugos y otros productos alimenticios procesados (Beuchat 1988, King 1997, 

Voldi'ich et al. 2004 ), sin embargo, en el presente trabajo se recuperó 

frecuentemente en la cera y fruta de ambas zonas, lo que indica que es un hongo 

con capacidad de colonizar los tejidos del fruto de piña y acumularse en la cera, 

por lo que eventualmente podría contribuir con el desarrollo de moho en el 

pedúnculo. 

El género Fusarium, recuperado con frecuencia en el pedúnculo y cáscara 

de ambas zonas, es un patógeno importante del cultivo de piña, que también 

puede colonizar los diferentes tejidos de la planta (Snowdon 2000, Jacobs et al. 

201 O, St~pierí et al. 2011 a, St~pierí et al. 2011 b, St~pierí et al. 2013), y que tiene 

la capacidad para desarrollar moho en la fruta, sin embargo, en las pruebas de 

crecimiento se encontró una diferencia importante en la velocidad de crecimiento 

con respecto a hongos como Penicillium y Aspergil/us, los cuales en seis días 

lograron cubrir entre un 60% y 80% de la superficie de la placa Petri , mientras que 

ninguna de las especies de Fusarium cubrió más del 10% de la misma, lo que 

muestra un mayor potencial de géneros como Penicil/ium y "Aspergillus como 

posibles causantes de mohos en el mercado destino, por lo que sería importante 

realizar pruebas de inoculación con estos microorganismos en fruta y 

almacenarlas a las temperaturas que se utilizan comercialmente en piña, para 

corroborar si este comportamiento observado in vitro se mantiene. 
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No se encontró información de otras investigaciones que citen como 

patógenos en piña, los demás microorganismos recuperados con alta frecuencia 

en este trabajo, entre los que estuvieron el género Cladosporium y el grupo de 

hongos de micelio blanco y oscuro, sin embargo, los hongos pertenecientes a los 

géneros Phoma, Lasiodiplodia y Cladosporium, han sido señalados como 

patógenos en diversos cultivos tropicales como papaya, mango y banano (Alvarez 

y Nishijima 1987, González et al. 1999, Snowdon 2000, CAB 2002, Anthony et al. 

2004, Moalemiyan et al. 2007, Alves et al. 2008, Shrestha et al. 2011 ), y debido a 

sus características de alta producción de esporas y abundante crecimiento de 

micelio de color oscuro o blanco y algodonoso, son microorganismos que pueden 

contribuir al desarrollo de moho poscosecha en el pedúnculo de la piña. 

Aunque la caracterización de las levaduras en los tejidos de la fruta y las 

diferentes fases de procesamiento poscosecha no fue uno de los objetivos 

principales del presente trabajo, se debe destacar que tanto en la fruta como en 

las diferentes fases de procesamiento, estos fueron microorganismos frecuentes y 

podrían tener un impacto en el desarrollo de moho en el pedúnculo, sin embargo, 

se requiere desarrollar investigación que permita determinar si el impacto es 

positivo o negativo y de ser beneficioso, estas podrían ser utilizadas para el control 

biológico de mohos en piña. 

Wickerhamomyces anomalus, anteriormente conocida como Pichia 

anomala (Kurtzman 2011, Passoth et al. 2011 ), fue la levadura más frecuente en 

el pedúnculo y cáscara de ambas fincas , en cantidades incluso superiores al 

género Penici/lium, y a pesar de la alta frecuencia, no se asoció con ninguna 
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sintomatología evidente de deterioro en la fruta, que pudiese indicar la 

patogenicidad de este microorganismo. Aunado a ello, en diversas investigaciones 

se informa sobre la diversidad de ambientes que puede colonizar y su efecto como 

controlador biológico precosecha y poscosecha de hongos como Penicillium spp., 

Botrytis cinerea y Colletotrichum gloeosporioides en los cultivos de manzana, 

cítricos y papaya (Fredlund et al. 2002, Friel et al. 2007, Ha"issam 2011, lzgu et al. 

2011 , Walker 2011 , Platania et al. 2012, Lima et al. 2013), por lo tanto, este podría 

ser un microorganismo sobre el cual enfocar estudios posteriores para el control 

biológico de los hongos causantes de moho en el pedúnculo. 

3. Influencia de las variables climáticas 

La influencia del clima sobre el desarrollo de patógenos en diferentes 

cultivos ha sido mencionada por diversos autores, los cuales destacan la 

importancia de la temperatura , humedad relativa y el viento, que influyen 

significativamente en la duración del ciclo de vida de diversos microorganismos y 

determinan su supervivencia (Plaza et al. 2004, Arauz 2011, Abdel et al. 2012, 

Paterson et al. 2013), sin embargo, el análisis de regresión realizado en el 

presente trabajo no permitió establecer una influencia significativa del clima sobre 

las poblaciones de hongos en la fruta y el desarrollo de moho en el pedúnculo, ya 

que un bajo porcentaje de las regresiones presentó el mejor ajuste con un R2 

mayor a 0,6. 
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El corte del pedúnculo, en donde crece el moho poscosecha, es una 

superficie no expuesta al ambiente durante el desarrollo de la fruta en el campo, lo 

que podría explicar en parte, el bajo grado de relación entre las variables 

climáticas analizadas y el desarrollo de moho en este tejido, donde solamente la 

velocidad del viento y el ¡..,_ T ('C), dos semanas antes de la cosecha, presentaron 

una influencia significativa sobre el crecimiento de moho en el pedúnculo. 

Además, se debe tener en cuenta que las diferentes prácticas poscosecha 

modifican significativamente las poblaciones de microorganismos provenientes del 

campo, lo que hace aún más difícil encontrar una relación matemática significativa 

entre el clima y el desarrollo de moho poscosecha en la piña. 

Así mismo, el clima tiene influencia sobre el inóculo de diferentes hongos 

presentes en el campo y que tienen la capacidad de colonizar los tejidos de la 

planta y de la fruta, lo que explicaría el mejor ajuste obtenido en las poblaciones 

de hongos en la cáscara, en función de la precipitación acumulada dos y tres 

semanas antes de la cosecha , ya que al aumentar la precipitación en ese período, 

se generan condiciones de alta humedad y mojadura en la superficie de la fruta 

que podrían favorecer el incremento de las poblaciones de hongos registradas en 

la cáscara. 

La finca de Sarapiquí fue la que presentó una mayor cantidad de 

regresiones significativas, donde al incrementarse la precipitación dos y tres 

semanas antes de la cosecha, aumentaron las poblaciones de hongos en la 

cáscara, posiblemente debido a que es una zona donde se registra una 

precipitación mensual acumulada igual o mayor a 100 mm durante todos los 
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meses del año (Anexo 1 ), mientras que en Puntarenas, prácticamente la mitad de 

los meses del año registran precipitaciones menores a 100 mm o del todo no 

llueve, lo cual puede crear diferencias importantes con respecto a la influencia que 

ejerce esta variable climática sobre las poblaciones de microorganismos en la 

superficie de la fruta. 

Un ejemplo de la influencia del clima sobre la diseminación del hongo 

Penicillium es citado por Pasanen et al. (1991) quienes indican que se requiere 

una velocidad del viento de al menos 18 km h-1 para lograr un efectivo transporte 

de los conidios de este hongo, y en piña, se citan los trabajos realizados por 

Rohrbach y Pfeiffer (1975) y Rohrbach y Taniguchi (1984), quienes en 

evaluaciones de campo encontraron una influencia directa de la temperatura y 

precipitación sobre la cantidad de inóculo de Penicillium funicu/osum y Fusarium 

moniliforme var. subglutinans, lo cual evidencia el efecto significativo del clima 

sobre géneros como Penicillium y Fusarium, de los cuales se identificaron varias 

especies en la presente investigación, sin embargo, futuros trabajos más 

detallados, podrían concluir con mayor certeza si el clima tiene un efecto directo 

sobre el desarrollo de mohos poscosecha en frutos de piña. 

No se obtuvo un alto porcentaje de variables climáticas que se relacionen 

directamente con las poblaciones de hongos en la fruta y el desarrollo de moho en 

el pedúnculo, sin embargo, no se debe desestimar el efecto que ejerce el clima 

sobre las poblaciones de microorganismos causantes de mohos u otros problemas 

patológicos en la fruta luego de cosechada, ya que el aumento del inóculo de los 

mismos durante su desarrollo en el campo, podría incidir directamente en la 
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cantidad de esporas acarreadas en la superficie de la fruta y que tienen contacto 

con el agua, la cera y las demás superficies con las que tiene contacto la fruta 

durante su procesamiento poscosecha, lo cual favorece que dichas esporas 

alcancen la superficie del pedúnculo y ocurra posteriormente el desarrollo de 

moho. 

4. Consideraciones finales 

Aunque las prácticas de manejo poscosecha como la desinfección de la 

fruta en agua con cloro y la aplicación de fungicida disminuyen significativamente 

las poblaciones de los hongos causantes de moho, no son suficientes para 

eliminar totalmente el riesgo de crecimiento de estos microorganismos al finalizar 

el almacenamiento en frío y, prácticas como el encerado de la fruta y la 

inadecuada limpieza de las cámaras de enfriamiento, podrían contribuir al 

desarrollo de mohos en el pedúnculo, causado principalmente por las especies P. 

purpureogenum, P. díversum y el grupo de hongos de micelio blanco, recuperados 

con alta frecuencia en fruta procesada y que, además mostraron una alta 

velocidad de crecimiento a 18 'C, temperatura a la que la fruta debería estar 

expuesta el menor tiempo posible durante su transporte o en el mercado destino 

para disminuir el crecimiento de estos microorganismos. 

Debido a que el desarrollo de moho en el pedúnculo causa pérdidas de 

fruta importantes, a partir de la información generada en el presente trabajo, se 

debe continuar con investigaciones en las cuales se genere el conocimiento 

necesario para lograr un manejo integrado de los hongos que causan este 
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problema poscosecha. Para ello, se debe explorar alternativas como el control 

biológico a través de levaduras provenientes de la misma fruta o bien, mediante 

productos formulados y ya existentes en el mercado, uso de sustancias GRAS 

(Generally recognized as safe, por sus siglas en inglés), u otras moléculas 

orgánicas que podrían ser utilizadas en poscosecha, disminuyéndose de esta 

manera el uso de fungicidas sintéticos, los cuales cada vez tienen más 

restricciones de uso, principalmente en poscosecha, debido a la posibilidad de 

residuos de estas moléculas en la fruta. Igualmente, se debe tomar en cuenta que 

la disminución del inóculo de estos microorganismos puede lograrse mediante un 

adecuado manejo de la limpieza de las instalaciones y equipos antes y durante el 

procesamiento de la fruta en la planta empacadora, búsqueda de alternativas para 

evitar que la cera acumule cargas importantes de microorganismos o bien, 

tratamientos que permitan eliminarlos y además, lograr un mantenimiento 

adecuado de la cadena de frío durante el almacenamiento y transporte, para evitar 

que la fruta sea expuesta a temperaturas que permitan el rápido crecimiento de los 

hongos causantes de mohos. 
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CONCLUSIONES 

1- Los principales hongos asociados con el desarrollo de moho poscosecha 

fueron Penicillium purpureogenum, Penicillium diversum y el grupo de 

hongos de micelio blanco, los cuales se recuperaron en fruta procesada y 

sin procesar, presentaron alta frecuencia, rápido crecimiento in vitro y se 

observó su crecimiento en el pedúnculo. 

2- La cáscara y el pedúnculo de la piña son sustratos para diversas especies 

de hongos como P. purpureogenum, P. diversum, P. citrinum/P. 

griseofu/vum, Talaromyces calidicanius, Fusarium proliferatum, Aspergil/us 

acu/eatus, y algunas otras especies que también fueron recuperadas en las 

distintas fases de procesamiento poscosecha. 

3- Las poblaciones de hongos en la fruta y en las distintas fases de 

procesamiento presentaron variaciones durante el año de estudio y en las 

mediciones realizadas en el pedúnculo de la fruta después de 22 días de 

almacenamiento, coincidió el aumento en las poblaciones de hongos con el 

incremento en la incidencia y severidad de moho en ese tejido. 

4- La carga microbiológica del agua de las pilas de lavado y desinfección de la 

fruta fue baja y esta no es una fuente de inóculo significativa de los hongos 

causantes de moho. 
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5- En ambas zonas, la recirculación de la cera, favoreció la acumulación de 

cargas significativas de hongos, que durante el procesamiento comercial de 

la fruta, podrían contribuir al desarrollo de moho en el pedúnculo. 

6- Las esporas de los hongos recuperadas en el aire de las cámaras de 

enfriamiento pueden ser una fuente de inóculo para el desarrollo de moho 

en el pedúnculo. 

7- El procesamiento poscosecha empleado por ambas fincas disminuyó 

significativamente las poblaciones de microorganismos en el pedúnculo, sin 

embargo, no siempre fue suficiente para evitar la aparición de moho al 

finalizar el período de almacenamiento. 

8- Las levaduras y bacterias fueron microorganismos frecuentes en el 

pedúnculo y la cáscara y contribuyeron significativamente a la carga 

microbiológica de la fruta. 

9- Solamente un bajo porcentaje de las variables climáticas analizadas 

presentó una relación significativa con respecto a las poblaciones de 

hongos en la fruta y el porcentaje de moho en el pedúnculo y entre estas, 

la precipitación acumulada dos y tres semanas antes de la cosecha fue la 
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que mostró una mejor relación con respecto a las poblaciones de hongos 

en la cáscara. 

1 O- Las poblaciones de hongos en la cáscara y el porcentaje de moho en el 

pedúnculo de fruta sin procesar, presentaron una mayor relación con las 

variables climáticas en la fruta de Sarapiquí, que en la de Puntarenas. 
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RECOMENDACIONES 

1- Se debe explorar alternativas de manejo integrado de los hongos P. 

purpureogenum, P. diversum y el grupo de hongos de micelio blanco y 

para ello, es importante tomar en cuenta el uso de sustancias GRAS, 

moléculas orgánicas como extractos vegetales, agentes de control 

biológico o bien, nuevas formulaciones de fungicidas existentes en el 

mercado y aprobadas para su uso en el mercado destino. 

2- Es importante desarrollar investigación que permita determinar la 

presencia y cuantificar el inóculo de los principales hongos causantes de 

mohos en las diferentes fases de procesamiento, para lo cual se podría 

explorar la posibilidad de utilizar técnicas como el PCR en tiempo real o 

muestreos del aire de las cámaras de enfriamiento, a través de 

muestreadores de aire electrónicos, lo cual podría facilitar un diagnóstico 

rápido y preciso. 

3- Continuar con investigaciones que permitan determinar si las levaduras 

y bacterias más frecuentes recuperadas en el presente estudio podrían 

ser agentes de control biológico de los hongos causantes de mohos en 

piña, o por el contrario, bajo determinadas condiciones son organismos 

que pueden modificar el sustrato y favorecer el desarrollo de los mohos. 
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4- Para los hongos recuperados con mayor frecuencia en el presente 

estudio, sería pertinente evaluar la sensibilidad in vitro a los principales 

fungicidas utilizados actualmente para el control de mohos en piña o 

para las nuevas moléculas. 

5- Debido a que la cera acumula cargas significativas de hongos durante el 

procesamiento de la fruta, es importante buscar mecanismos para evitar 

que la cera recircule o bien, que acumule cargas importantes de estos 

microorganismos, para lo cual se puede explorar la posibilidad de 

adicionar a la cera sustancias de tipo GRAS con propiedades 

fungistáticas o fungicidas o bien, la pasteurización de este insumo. 

6- Se considera importante que las empacadoras de piña mantengan un 

adecuado programa de limpieza de las instalaciones, entre estas, el 

área de recibo, empaque y cámaras de enfriamiento, y de las diferentes 

superficies con las que tiene contacto la fruta durante su procesamiento, 

para disminuir la cantidad de inóculo de hongos que podría tener 

contacto con la fruta. 
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ANEXOS 

ANEXO 1. Precipitación mensual acumulada (mm) desde 2011 hasta marzo de 2013 en 
las fincas de Puntarenas (A) y Sarapiquí (8). 
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ANEXO 2. Promedio mensual de temperatura ('C) desde 2011 hasta marzo de 2013 en 
las fincas de Puntarenas (A) y Sarapiquí (8) . 
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ANEXO 3. Promedio mensual de velocidad del viento (km/h) desde 2011 hasta marzo de 
2013 en las fincas de Puntarenas (A) y Sarapiquí (B). 
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ANEXO 4. Promedio mensual de humedad relativa (%HR) desde 2011 hasta marzo de 
2013 en las fincas de Puntarenas (A) y Sarapiquí (B) . 
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ANEXO 5. Promedio mensual de UFC de hongos en las diferentes fases de procesamiento y en los tejidos de la fruta de 

la finca de Sarapiquí (datos sin transformar). 

Muestra 

Agua 

Cera 
Cásc P 
Cásc SP 
CáscP22d 
Cásc SP 22 d 
Co rte P 
Corte SP 
Corte P 22 d 
Corte S? 22 d 
Cámara 

Unidad 

UFC/ml 

UFC/placa 

Abril Mayo Junio 

o o o 
3.333 o 14.000 

48.000 

21.667 
58.000 
88.000 

o 
5.000 

96.000 

190.000 
6 

o 
25.200 

o 
o 

4 

90.864 
143.487 

49.100 

291.800 
25 

7 

127.100 
52. 727 

18 

2012 2013 

Julio Agosto Setiembre Octubre Noviembre Diciembre Enero Febrero Marzo 

1 o o o o o o 
25.333 32.000 17.333 o 33.333 16.000 667 5.333 6.000 

53.000 
48.400 

202.000 

102.000 
o 

200 
42 .000 

78.000 

10 

59.800 
88.250 

38.000 

134.000 
o 
o 

2.000 

128.000 

19 

44.400 
11.600 
27.800 

8.400 
200 

1.600 
400 

12.000 
4 

47 .200 
150.000 
54.000 
96.000 

o 
2.000 

22.000 

300.000 

152.400 
220.000 
176.000 
382.000 

o 
400 

o 
86.000 

4 

128.400 
179.800 

274.000 
430.000 

o 
o 
o 

20.000 
8 

1.800 
1.600 

24.000 
o 
o 
o 

6.000 

158.000 
13 

36.400 

84.400 
8.000 

108.000 
o 
o 

430.000 

292.000 
2 

24.400 
117.000 
154.000 

60.000 
o 
o 

378.000 

160.000 
21 

ANEXO 6. Promedio mensual de UFC de hongos en las diferentes fases de procesamiento y en los tejidos de la fruta de 

la finca de Puntarenas (datos sin transformar). 

Muestra 

Agua 

Cera 

Cásc P 

Cásc SP 

Cásc P 22 d 

Cásc SP 22 d 

Corte P 

Corte SP 

Corte P 22 d 

Corte SP 22 d 

Cámara 

Unidad 

UFC/ml 

UFC/placa 

Abril 

o 
. 3.000 

16.845 

6.069 

o 
2.000 

3.280 

6.429 

o 
14.000 

Mayo 

7 
5.333 

54.000 

440.000 

166.000 

120.000 

22.000 

o 
70.000 

250.000 

2 

Junio 

o 
16.667 

43.000 

37.200 

44.000 

172.000 

o 
400 

68.000 

226.000 

Julio 

49 

2.667 

28.800 

51.200 

136.000 

168.000 

200 

1.000 

8.000 

10.000 

3 

2012 

Agosto 

o 
4.375 

18.400 

83.000 

o 
600 

o 

Setiembre 

o 
2.000 

14.667 

72.600 

162.000 

36.000 

o 
o 
o 

44.000 

Octubre 

7.500 

21.400 

132.800 

248.000 

1.106.000 

o 
o 

30.000 

30.000 

o 

Noviembre 

667 

10.000 

15.000 

30.000 

36.000 

o 
o 
o 

34.000 

Diciembre 

704 

32.600 

35.600 

80.000 

136.000 

o 
1.000 

o 
92.000 

2 

Enero 

1 

1.333 

1.200 

4.400 

1.182.000 

16.000 

200 

400 

o 
70.000 

o 

2013 

Febrero 

16 

o 
1.600 

6.000 

112.000 

228.000 

o 
o 

2.000 

12.000 

o 

Marzo 

2 

11.333 

123.800 

94.400 

166.000 

12.000 

o 
400 

o 
62.000 



ANEXO 7. Promedio mensual de levaduras y bacterias en las diferentes fases de procesamiento y en los tejidos de la 

fruta de la finca de Sarapiquí (datos sin transformar). 

Muestra 

Agua 
Ce ra 

Cásc P 

Cásc SP 

Cásc P 22 d 

Cásc SP 22 d 

Corte P 
Corte SP 

Corte P 22 d 

Corte SP 22 d 

Cámara 

Unidad 

UFC/ml 

UFC/placa 

Abril 

o 
12.000 

28.000 

121.667 

140.000 

68.000 

o 
10.000 

192.000 

l . 738.000 

7 

Mayo 

o 
14.000 

7.200 

27.200 

4.200 

10.200 

8 

Junio 

3 

134.667 

15.400 

27.087 

200.800 

38.700 

69 

5.953 

113. 700 

346.818 

7 

Julio 

6 

126.667 

31.600 

36.600 

458.000 

16.000 

600 

63.800 

550.000 

4.252.000 

3 

2012 

Agosto 

o 
o 

2.000 

12.500 

396.000 

88.000 

o 
2.750 

42.000 

874.000 

Setiembre 

o 
667 

1.200 

4.400 

10.800 

2.200 

o 
22.600 

o 
15.400 

1 

Octubre 

o 
o 

9.600 

600 

314.000 

28.000 

o 
2.000 

2.000 

1.092.000 

Noviembre Diciembre 

o o 
o 

11.200 

22.000 

1.524.000 

222.000 

o 
400 

154.000 

1.368.000 

1 

o 
10.000 

9.800 

88.000 

26.000 

o 
5.600 

o 
960.000 

o 

Enero 

o 
o 

14.800 

4.200 

154.000 

4.000 

200 

3.600 

36.000 

240.000 

6 

2013 

Febrero 

o 
667 

7.800 

34.200 

60.000 

80.000 

400 

25.000 

752.000 

794.000 

7 

Marzo 

o 
5.333 

16.000 

3.800 

32.000 

2.000 

1.800 

43.200 

200.000 

998.000 

1 

ANEXO 8. Promedio mensual de levaduras y bacterias en las diferentes fases de procesamiento y en los tejidos de la 

fruta de la finca de Puntarenas (datos sin transformar). 

Muestra 

Agua 
Cera 

Case P 

Case SP 

Case P Final 

Case SP Final 

Corte P 

Corte SP 

Corte P Final 

Corte SP Final 

Cámara 

Unidad Abril Mayo 

17.895 

1.342:000 

1.713 

46.000 

117.260 72.000 

242 .644 1.198.000 

18.000 360.000 

52.000 340.000 

52 .227 o 
16.674 2.000 

4.000 690.000 

Junio 

o 
6.667 

23 .600 

36.200 

492.000 

112.000 

200 

84.000 

516.000 

Julio 

77 
215.333 

21.400 

83.200 

236.000 

228.000 

1.400 

25.200 

998.000 

108.000 648.000 234 .000 6.504.000 

1 5 

2012 2013 

Agosto Setiembre Octubre Noviembre Diciembre Enero Febrero 

o o o o o 2 
13 .125 3.333 625 o 2.000 o 2.000 

87 .600 8.833 17.200 

60.800 6.800 8.000 

352 .000 424.000 

74 .000 1.702.000 

3.200 250 o 
34 .800 2.600 13.800 

1.012.000 242.000 

21.000 

14.000 

398.000 

84.000 

o 
1.500 

792.000 

6. 784 .000 4.986 000 1.488.000 

2 2 4 

12 .200 

6.400 

676.000 

64.000 

o 
6.400 

o 

1.000 

600 

436.000 

62.000 

o 
4.000 

98.000 

736.000 5.092 .000 

4 2 

7.000 

14.400 

448.000 

102.000 

o 
15.800 

110.000 

340.000 

9 

Marzo 

24 

o 
18.000 

49.000 

222.000 

354.000 

o 
2.400 

110.000 

950.000 
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