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RESUMEN

La presencia de moho en el pedunculo de la pifa 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 pedunculo de la pifa y evaluar su
relacién con las condiciones climaticas y con las diferentes fuentes de inoculo en
la planta empacadora. Se realizé un muestreo mensual desde abril de 2012 a
marzo de 2013 en dos fincas ubicadas en Sarapiqui y Puntarenas, Costa Rica,
para lo cual se tomo fruta en el area de recibo (SP) y en empaque (P), agua de las
pilas de desinfeccion, cera y aire de las camaras de enfriamiento. Las muestras
fueron trasladadas al Laboratorio de Tecnologia Poscosecha de la Universidad de
Costa Rica, donde se cultivd y cuantificd in vitro, el nimero de unidades
formadoras de colonias (UFC) en cada una de las fases de procesamiento y en la
fruta. Las frutas se almacenaron en camaras de enfriamiento, durante 19 dias a 7
T y tres dias a 18 T y posteriormente se evalué | a incidencia y severidad de
moho en el pedunculo. Se identificoé los principales géneros de hongos en cada
una de las fases poscosecha y en la fruta y las especies mas frecuentes fueron
caracterizadas molecularmente y se estudié su velocidad de crecimiento in vitro.
Ademas, se analizd6 mediante regresiones lineales, la relacion entre las
condiciones climaticas antes de la cosecha de la fruta y las poblaciones de hongos
y el moho en el pedunculo.

Se obtuvo variaciones en las poblaciones de microorganismos durante el
ano de estudio en ambas zonas, con valores mas altos en la cera que en el agua
de desinfeccion. En el pedunculo y la cascara de fruta SP se obtuvo UFC de
hongos mas altas que en fruta P, lo cual coincidi6 con mayores porcentajes de
moho en el pedunculo. En el aire de enfriamiento, también se recuperd esporas de
hongos, que podrian ser una fuente de inoculo para el desarrollo de moho. Se
concluyo 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 encontro
una relacion directa entre el clima y las poblaciones de hongos y el crecimiento de
moho en el pedunculo y de todas las variables, solamente se obtuvo una relacion
entre la velocidad del viento, temperatura y la precipitacion de dos y tres semanas
antes de la cosecha con las poblaciones de hongos en la cascara y el desarrollo
de moho en el pedunculo de fruta SP. El procesamiento poscosecha disminuy6 el
moho en el pedunculo, sin embargo, no evito del todo su expresion al finalizar el
almacenamiento. Ademas, 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, podrian favorecer el posterior desarrollo de moho,
por lo que se considera importante la adecuada limpieza de la planta empacadora,
las camaras de enfriamiento y cada una de las superficies con las que entra en
contacto la fruta, ademas de la busqueda 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 fungi 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 Sarapiqui 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 T and then evalu ated for incidence and severity
of peduncle molds. The main genus of fungi 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 fungi 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 fungi were the main microorganisms
recovered. No close relationship was found among the climate variables and fungi
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 fungi populations developed in peel and peduncle, but 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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INTRODUCCION

La produccion de pina (Ananas comosus L.), como monocultivo a gran
escala en Costa Rica, se inicio a finales de la década de 1970, por la compaiia
Pineapple Development Company (PINDECO), una subsidiaria de la transnacional
Del Monte que inicié6 sus operaciones en el sur del pais. Una de las variedades
mas utilizadas en la ultima década ha sido la “Dorada extradulce”, aunque
anteriormente también se sembré la variedad Cayena Lisa y el clon Champaka
(Saborio y Camacho 1996, Jiménez 1999, Mata 2009). El rapido crecimiento de
este cultivo favorecié una alta tecnificacion del mismo y un rapido incremento en el

area cultivada para producir fruta de exportacion (Castro 1994).

Esta actividad se ha expandido rapidamente durante los ultimos diez afios y
se ha alcanzado un area sembrada de aproximadamente 42.000 has distribuidas
entre la Zona Atlantica, Norte y Pacifica (SEPSA 2013, CANAPEP 2014) y para el
2013 se exporté un total de 1.939.680 TM, lo cual generd un ingreso para el pais

de $816,3 millones (Arguedas 2014).

La mayoria de las exportaciones de pifna 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 patologicos, entre los que se
citan: la pudricidbn negra, el oscurecimiento interno de la pulpa en la variedad
Cayena Lisa, la pudricion de los fruticulos y la presencia de mohos sobre la

superficie de la misma (Montero y Cerdas 2005).



La presencia de hongos causantes de mohos o pudriciones es comun en
frutas tropicales, por ejemplo el banano es afectado por diferentes especies del
género Fusarium, Acremonium sp. Yy Colletotrichum musae, que causan
importantes pérdidas poscosecha (Robinson 1996, Chillet et al. 2010, Umana-
Rojas y Garcia 2011). En pifa, 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 (Lopez 2012)'.

Entre los principales géneros de hongos citados como patégenos de frutos
de pifa se encuentran: Penicillium spp., Fusarium moniliforme, Thielaviopsis
paradoxa y Mortierella sp. (Mourichon 1998, Jiménez 1999, Reyes 1999, Montero-
Calderon et al. 2008). Un aspecto importante en el estudio de estos y otros
microorganismos que afectan el fruto de pifa, como base para su control, es el
conocimiento de las condiciones climaticas 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 encontré una
relacion directa de la temperatura y precipitacion con el in6culo de los hongos
Penicllium funiculosum, Fusarium moniliforme var. subglutinans y una bacteria del

género Acetomonas durante la floracion.

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 citricos y P. expansum

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

' Lopez. F. 2012. Comunicacion personal. Departamento de Investigacion Banacol, Costa Rica.



los principales patdégenos poscosecha en estos cultivos, con la consecuente
pérdida de calidad de los mismos, situacion que hace necesario un mejor
conocimiento de este hongo en las situaciones particulares de cada cultivo donde

tiene la capacidad de desarrollarse (Martinez 2003).

El manejo del indculo de estos microorganismos mediante Ila
implementacion de practicas poscosecha que incluyen la desinfeccion, aplicacion
de fungicidas, uso de ceras y enfriamiento de la fruta a temperaturas de 8 a 10 °C,
han sido las principales estrategias empleadas para disminuir las pérdidas

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

Ademas de las practicas mencionadas, se han realizado trabajos para aislar
microorganismos autoctonos a partir de la cascara de frutos de pina, con el
objetivo de seleccionar agentes de control biolégico de enfermedades poscosecha
(Reyes 1999). Igualmente, en otros cultivos como manzana y citricos, se ha
desarrollado investigaciones similares en la busqueda de microorganismos para el
control biologico de enfermedades poscosecha (Barkai-Golan 2001, Manso y

Nunes 2011).

Bajo este contexto y tomando en cuenta que la pifia es uno de los
principales cultivos de exportacion de fruta fresca en Costa Rica, se planteo la
presente investigacion 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.



OBJETIVO GENERAL

Identificar los principales hongos causantes de mohos poscosecha en frutos

de pina en las zonas de Puntarenas y Sarapiqui y establecer su relacion con las

condiciones climaticas y con las diferentes fuentes de inoculo en la planta

empacadora.

1-

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Aislar e identificar los géneros de los hongos causantes de moho en el
pedunculo de frutos de pifa, variedad “Dorada extradulce” provenientes de

las dos zonas de estudio.

Determinar en cada zona de estudio, si alguna de las etapas de
procesamiento poscosecha en la planta empacadora representa una mayor

fuente de ino6culo de los hongos causantes de moho en el pedunculo.

Identificar mediante andlisis molecular, las especies de los hongos
causantes de moho en el pedunculo mas frecuentes y con mayor potencial
de crecimiento in vitro, seleccionadas al finalizar los muestreos en las dos

zonas de estudio.

Determinar si existe relacion entre las poblaciones de hongos e incidencia

de moho en el pedunculo y las condiciones climaticas prevalentes durante

el desarrollo de la fruta en el campo.



REVISION DE LITERATURA
1. Generalidades sobre la pifa

La pifa es una planta de la familia Bromeliaceae, especie Ananas comosus
L., originaria de Ameérica tropical y subtropical. Es una planta herbacea con un
tallo redondeado y presenta 30 a 40 hojas. La fruta esta compuesta por un racimo
de fruticulos individuales y el corazén o centro del fruto es una extension del

pedunculo (Jiménez 1999).

En los tropicos, la pifia se cultiva comercialmente entre los 100 y 800
msnm. El clima influye sobre el tamafo y calidad de la fruta, y la temperatura
Optima para su desarrollo se encuentra entre los 22 T y 30 °C. Requiere una
precipitacion entre 1000 y 1500 mm anuales y se puede cultivar en gran diversidad
de .suelos, siempre y cuando se tenga condiciones optimas de drenaje (Baraona y

Sancho 1998).

Se propaga exclusivamente de forma vegetativa, mediante la seleccion de
hijos con un peso mayor a 250 g y un tamafo 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 vy
Sancho (1998), se ha establecido diferentes grupos que incluyen las variedades

comunmente utilizadas y entre estos se encuentran:

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

lisas, con excepcion de algunas espinas en la punta y en la base. La



b)

d)

pulpa es amarilla, con un peso de la fruta que oscila entre 2 y 4 kg, de
forma cilindrica y con un corazon pequeno. Es resistente al hongo
Thielaviopsis paradoxa. Es el grupo estandar para procesamiento y fruta
fresca, debido a que posee caracteristicas como forma cilindrica,
fruticulos poco profundos, color amarillo de la pulpa y alta productividad
(Paull y Duarte 2011).

Grupo Queen: Hojas cortas, frecuentemente espinosas y con
extremidades rojizas. Frutos pequefos, con un peso menor a 1,3 kg. La
pulpa es mas firme, menos jugosa y con aroma mas pronunciado que
Cayena Lisa.

Grupo Spanish (Espanola 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 plulpa amarillo palido y mas fibrosa que
Cayena Lisa. No es apropiada para industrializar.

Grupo Abacaxi: Planta de porte recto con hojas largas que presentan
pequenas espinas y en la base tienen coloracion rosa-purpura. El fruto
es piramidal, de pulpa blanquecina, poco apropiado para conservas y
exportacion como fruta fresca, por la forma y coloracién de la pulpa.
Grupo Maipure: Agrupa a todos los cultivares que estan totalmente
libres de espinas. La principal variedad es Montelirio y se caracteriza por
tener frutos relativamente grandes, con pulpa blanca, mas acida y
jugosa que Cayena Lisa y menos fibrosa que ésta. Su forma es tronco-
conica. No es apta para exportacion debido a que presenta fruticulos

muy profundos, el eje central o “corazon” presenta un diametro muy



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 pifia se encuentra constituido por 80 a 85% de agua
y 12 a 15% de azucares, de los cuales dos terceras partes se encuentran en forma
de sacarosa y el resto como glucosa y fructosa. Practicamente no contiene

almidon y su contenido de proteinas y grasas es bajo (Arias y Toledo 2000).

Cuando la fruta se encuentra desarrollada, la maduracién ocurre a partir de
la seccion basal, y aspectos como temperatura, humedad y contenido de
nutrimentos afectan el contenido de azicares y la acidez, los cuales son
parametros evaluados comunmente para determinar su calidad poscosecha

(Jiménez 1999; Abdullah 2011).

Entre los principales paises productores de pifia 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 pifia se cosecha de acuerdo con diferentes parametros de

calidad, entre los que se citan (Montero y Cerdas 2005, Garcia y Rodriguez 2011):

a) Color de la cascara: se define de acuerdo con una escala que toma en
cuenta el porcentaje de color amarillo y varia de acuerdo con el mercado

destino.



b) Forma y tamano: la fruta debe tener una forma cilindrica, con un
tamano 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 sélidos solubles: debe tener un valor entre 12 y 13%.

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

e) Translucidez: la pulpa no debe presentar una alta translucidez, ya que
si esto ocurre la fruta es muy susceptible a dafios mecanicos por su alto
contenido de agua en las células.

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

secas y estos deben presentar una forma plana.

La cosecha de la fruta se realiza manualmente y la recoleccion, 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 periodo de no mas de 60 min,
luego es transportada mediante un tractor hacia la planta empacadora, el cual
debe desplazarse lentamente para evitar el dafio fisico de la misma (Bartholomew

etal. 2003, Montero y Cerdas 2005).

Una vez en la empacadora, cada carreta es colocada generalmente en un
area bajo sombra, donde se registra e identifica el lote de procedencia y se realiza
una inspeccion visual de la calidad general de la fruta. Posteriormente, esta se
coloca en pilas con agua para lavado y desinfeccion, se desplaza hacia el area de
seleccion manual, donde se elimina aquella que no cumple con los estandares de

calidad del mercado destino y se aplican los tratamientos de encerado y aspersion



de fungicida, se empaca en cajas de carton y se almacena en frio 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 pina se realiza manualmente, es posible que
durante este proceso se cause heridas que facilitan la entrada de patogenos,
como bacterias y hongos que afectan la calidad de la fruta para exportacion,
situacion que ocurre no solamente en pifia, 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 indculo 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, comiunmente no son visibles o
predecibles de forma inmediata durante la cosecha y los sintomas se desarrollan
posteriormente cuando el producto se encuentra en el mercado destino, lo que

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

Barquero (2010) indica que, en las compafias dedicadas a la exportacion
de pifia 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



sometida a tiempos prolongados de almacenamiento y transporte de hasta un mes

o mas, en funcion de la capacidad de comercializacion de cada compaiia.

Este deterioro de la fruta genera importantes pérdidas economicas para los
productores de pifia, debido al costo de los reclamos y las devoluciones de los
contenedores (Barquero 2010). Este tipo de reclamos surgen debido a que
comunmente se evalua 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 patégenos poscosecha

El deterioro poscosecha en la pifa y otros frutos, es causado
frecuentemente por levaduras y mohos, entre los que se citan géneros de hongos
como Rhizopus, Aspergillus, Fusarium, Alternaria, Botrytis y Penicillium, y
levaduras como Candida 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 informoé que el hongo Curvularia
eragrostidis, causa pudriciones poscosecha en frutos de piﬁa cultivar Pérola,

comercializados en Brasil (Ferreira et al. 2014).

En Hawai, Reyes (1999) recuperdé en la fruta los géneros de hongos
Acremonium, Cephalosporium, 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
busqueda de microorganismos utiles para el control biolégico de Thielaviopsis

paradoxa, provenientes del mismo fruto de pina.

En trabajos en invernadero realizados por Hernandez (2010) en Cuba, se
aislo en tallos de pifa 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 pina de diversas regiones del mundo (Ploetz 2001, Ploetz 2007, Bartholomew

et al. 2003).

Otra enfermedad conocida como pudricion de los fruticulos, causa un
oscurecimiento en el centro de cada fruticulo (Mitra 1997, Rohrbach y Schmitt
2003). Las manchas necroéticas en algunas ocasiones no son visibles en la parte
externa, lo que hace dificil la seleccion de la fruta en las etapas previas al
empaque (Mourichon 1998). Segun 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 pina 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 pudricion de los
fruticulos, sino que también incluyen como agentes causales de esta enfermedad
al hongo Fusarium moniliforme Sheldon var. subglutinans y la levadura Candida

guilliermondii.
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En trabajos realizados en Costa Rica por Barquero (2010), se recupero en
frutos de pifa los géneros Penicillium y Fusarium y se determiné que la mayor
concentracion de estos microorganismos se da en el pedunculo, debido a que es
una superficie porosa que permite la entrada de las esporas del patdgeno. A su
vez, P. funiculosum fue el principal hongo aislado en frutos de pifia producidos en
Costa Rica y procesados en Espafa, donde se estudio la influencia de las
condiciones de empaque sobre la vida de anaquel de fruta precortada, bajo
condiciones de almacenamiento de 5 °C y rangos de oxigeno de 11 a 40% durante
20 dias (Montero-Calderén et al. 2008). En estudios mas recientes con frutos en
poscosecha realizados en Costa Rica por Reyes (2012) y Lopez (2012), fue
frecuente la recuperacion en el pedanculo, de los géneros Penicillium, Fusarium,

Aspergillus y Trichoderma.

Otros microorganismos encontrados en frutos de pifia, son las bacterias
Pseudomonas spp., Lactobacillus sp., Acetobacter spp., Erwinia herbicola y
Erwinia carotovora (Kader 2002; Hui et al. 2006, Korres et al. 2010, Paull y Lobo
2012). La sintomatologia 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 floracion y se desarrolla solamente durante la
maduracion (Kader 2002). Marin-Cevada et al. (2010) indican que en la planta de
pina generalmente estan presentes bacterias de los géneros Azospirillum,
Burkholderia, Erwinia, Gluconacetobacter, Herbaspirillum y Pantoea, sin embargo,
no siempre afectan la fruta y desencadenan el desarrollo de patologias que

causan su deterioro.
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Chanprasartsuk et al. (2010) aislaron e identificaron levaduras autoctonas
en frutas frescas y jugos procesados de pifna, variedad Cayena Lisa, donde las
principales especies aisladas fueron Pichia gquilliermondii y Hanseniaspora

uvarum.

En un caso documentado en Brasil por Korres et al. (2010) en pina, se cita
que la presencia en conjunto de la bacteria Klebsiella sp. y las levaduras Candida
sp., Saccharomyces sp. y Kloeckera sp. se asocio con sintomas de fermentacion y

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

5. Tratamientos poscosecha para evitar el deterioro de la fruta

De acuerdo con MAG (2010) y Garcia y Rodriguez (2011), toda planta
empacadora de pina 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. Ademas, se debe garantizar que el pH

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

externa de la fruta.

En Costa Rica, Barquero (2010) evaluo los desinfectantes acido peracético,
hipoclorito de calcio, cloruro de calcio y peroximonosulfato de potasio diluidos en
el agua de lavado de la fruta. En este estudio se determin6é una carga inicial de
mohos y levaduras de la pifia recién cosechada de aproximadamente 8,5 x 10°

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

la carga microbiolégica presente en la fruta.

Rohrbach (1994), Ayernor et al. (2010) 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 oxigeno y el escape del dioxido
de carbono y funcionan como una barrera a la infecciéon y desarrollo de patégenos
poscosecha que pueden estar presentes durante el procesamiento y transporte.
En trabajos realizados por Hu et al. (2011) se encontro que la cera Sta-Fresh 2952
a 60 g/L fue la mas efectiva con respecto a otras ceras evaluadas para evitar el
dano por frio, retrasar la pérdida de firmeza, pérdida de peso y obtencién de un
mayor contenido de azucares totales y acido ascorbico 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 encontré6 que el uso de las ceras
Sempresh™ al 1% y Sta-Fresh 7055 al 10% aplicadas sobre la fruta redujo el
oscurecimiento interno, mantuvo un mayor contenido de acido ascérbico y se logré
extender la vida atil en cinco dias con respecto al testigo sin uso de cera, el cual
fue almacenado durante 28 dias. Debido a los beneficios que brinda este insumo,
el encerado de la fruta es una de las practicas utilizadas cominmente en plantas

empacadoras de pina de Costa Rica (MAG 2010).

Ademas del cloro y el encerado, sobre la fruta se aplica fungicidas para
evitar el deterioro debido al desarrollo de hongos poscosecha y es comun 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 pedinculo mediante aspersion (Paull y Duarte 2011). Entre los
mas 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, Saborio y Fonseca 2011) y
otros en proceso de registro en Estados Unidos como el fludioxonil (Adaskaveg y
Forster 2010), sin embargo, debido a los riesgos para la salud humana, el uso de
este tipo de insumos cada vez se restringe mas en los mercados destino y se
evalua constantemente el cumplimiento de los LMRS (limites maximos de
residuos), lo que obliga a buscar estrategias de manejo integrado que permitan
reducir al minimo 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 patdbgeno y un ejemplo de ello
se menciona en citricos donde Sanchez-Torres y Tuset (2011) encontraron un
77% y 84% de las razas de Penicillium digitatum resistentes al imazalil y
thiabendazol respectivamente, situacion 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 citricos.

Una vez procesada y empacada la fruta, la pifa se almacena a
temperaturas entre 8 y 10 T, y una humedad relativa del 85 a 90%, con el
objetivo de mantener los atributos de calidad y reducir el desarrollo de patégenos
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 biologico es otra estrategia para el manejo de patégenos en
poscosecha y Reyes (1999) realizdé trabajos en Hawai en busqueda de
microorganismos para el control biolégico de Thielaviopsis paradoxa en pinha y
entre los principales géneros y especies de levaduras con potencial para lograr
este objetivo se encontré Candida sp., Cryptococcus albidus, Pichia guilliermondii,

Rhodotorula aurantiaca y Rhodotorula glutinis.

En Costa Rica, Reyes (2012), evalué 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 Penicillium, de los cuales el
Butilhidroxianisol (BHA), fue el que mostro los resultados mas promisorios para el

control de moho en el pedunculo de la pina en poscosecha.

Adicional a las estrategias mencionadas, Jiménez (1999) enfatiza que la
limpieza del area de procesamiento y empaque de la fruta es fundamental para
evitar la infeccion de la misma con patdégenos como Penicillium sp., Fusarium
moniliforme y la levadura Candida guilliermondii, los cuales se han encontrado
como agentes causales de importantes pérdidas poscosecha en Costa Rica,
debido al desarrollo de mohos y pudriciones en pifa. En otros cultivos como
manzana, se ha informado que la contaminacion 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™ en el aire de las
camaras 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 (2010), el correcto diagnostico de los organismos
patdbgenos en las frutas es muy importante cuando se desea implementar
estrategias de manejo. Adicional a la identificacion morfolégica 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 (Paez et al. 2005,
Hernandez 2009, Salazar 2010) y es una opcidon disponible para lograr un mejor

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

6. Fuentes de inoculo 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 in6culo de los diversos patogenos que causan el desarrollo de mohos
y pudriciones en pina y otros cultivos (Arauz 1994, Araya y Cascante 2000, Barkai-

Golan 2001, Hui et al. 2006, Morales et al. 2010).

El indculo del patdbgeno que entra en contacto con la fruta determina en gran
medida la severidad de la infeccion poscosecha (Barkai-Golan 2001) y entre los
factores que determinan la cantidad presente, se pueden citar la temperatura y la
humedad relativa, que varian dependiendo de la zona y la época del ano. El

conocimiento del comportamiento de cada especie de patdogeno con respecto a
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estas variables climaticas 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, ademas de la relacién con las
variables climaticas, la interaccion entre el hospedero y el patégeno es muy
especifica 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 meteorologicas tienen una influencia significativa en la
produccion, dispersion y deposicion de las esporas de diferentes especies de
hongos. La lluvia, velocidad y direccion del viento, temperatura y humedad relativa
son las principales variables que influyen sobre las poblaciones de la mayoria de
hongos (Li y Kendrick 1995, Mueller y Buck 2003, Arauz 2011) y en muchas
ocasiones la interaccion entre diferentes variables climaticas es la que determina
el desarrollo de enfermedades en las plantas, causadas por diferentes patégenos,
por ejemplo, Poole et al. (2013) en trabajos realizados en Estados Unidos,
determinaron una interaccion significativa entre la temperatura, precipitacion y
presencia de nieve sobre el desarrollo y distribucion en el campo de diferentes

especies del género Fusarium.

Debido a que el crecimiento y desarrollo de diferentes patbgenos esta
determinado por sus requerimientos climaticos, es importante conocer dicha
informacion para cada especie en particular (Garrett et al. 2006), y es un tema
cada vez mas importante en la agricultura, debido a que con el cambio climatico

se podria incrementar el efecto negativo de diferentes patégenos sobre los
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cultivos, por ejemplo, la germinacion de esporas del hongo Puccinia substriata
incrementa conforme aumenta la temperatura, en un rango entre 19 Ty 22 C
(Tapsoba y Wilson 1997) y el patégeno de raiz Monosporascus cannonballus 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 diseminacion de los
hongos Penicillium spp. y Aspergillus spp., incluso con estos patéogenos puede
tener mas influencia que la temperatura (Pasanen et al. 1991, Li y Kendrick 1995).
En trabajos realizados por O’ Gorman y Fuller (2008), se encontré una relacion
positiva ente la humedad relativa y el conteo de esporas en el aire de los géneros
Penicillium y Aspergillus, situacion 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 climaticas sobre el nivel de in6culo de estos hongos.

En trabajos in vitro realizados por Pardo et al. (2006) se encontrd que, entre
20 T y 30 T, los niveles minimos de agua libre (a ) para la germinacion y
crecimiento de micelio de Penicillium verrucosum fueron de 08 y 0,85
respectivamente, con un maximo de germinacion y crecimiento entre 0,9 y 0,95.
Con base en esta informacion, se generaron modelos matematicos que de
acuerdo con estos autores podrian 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 produccion de metabolitos

como las micotoxinas estan influenciados por factores como la temperatura y el a,
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(Garcia et al. 2009). En trabajos in vitro realizados por Garcia et al. (2011), se
registro la mayor produccion de patulina en 79 aislados de Penicillium expansum a
una temperatura de 20 T, que coincide con la condicion o6ptima para la

esporulacién y crecimiento de este hongo.

En algunas variedades de piha, uno de los principales problemas
patologicos poscosecha es la pudricion 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 °C, con una
temperatura Optima para su crecimiento de 27 °C y un pH de 6 en la fruta (Mitra
1997, Wijeratnam et al. 2005) y se ha encontrado una alta correlacion entre la
duracion de la lluvia antes de la cosecha y la infeccion de este hongo en frutos de

pina (Rohrbach 1994).

El objetivo de mejorar el conocimiento de la respuesta de diferentes
patogenos con respecto al clima, es buscar herramientas que permitan un manejo
mas eficiente de las enfermedades, por ejemplo, en trabajos realizados en
California, Estados Unidos para el control de mildia polvoso en lechuga causado
por Bremia lactucae, se ha logrado utilizar la informacion de la temperatura,
humedad relativa y periodo de mojadura de la hoja como criterio para programar
las aplicaciones de fungicida, mejorandose de esta forma el establecimiento del

programa de control quimico de esta enfermedad (Wu et al. 2005).
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MATERIALES Y METODOS

El trabajo de investigacion se llevdé a cabo en dos zonas productoras de
pifia en Costa Rica: canton de Puntarenas en la provincia de Puntarenas y canton
de Sarapiqui en la provincia de Heredia. En cada zona se seleccioné una finca y
se realizé un muestreo mensual de abril de 2012 a marzo de 2013. Ambas fincas
se encontraban administradas por la misma compainia y el manejo poscosecha de
la fruta fue semejante durante el desarrollo del trabajo. Para hacer los estudios, en
cada finca se selecciono las siguientes fases del procesamiento de la fruta: recibo,

lavado, encerado, empaque y enfriamiento.

A continuacion 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 recolecté seis submuestras de 250 mL de agua de la pila de
lavado y desinfeccion de la fruta. Estas se recogieron de forma equidistante a lo
largo de la pila, a una profundidad de aproximadamente 10 cm, para formar una
muestra compuesta de 1,5 L, la cual se homogenizé mediante agitacion manual y
se tomd un volumen final de 40 mL, el cual se colocd en un tubo plastico 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 completo un total de 15 muestras compuestas, con
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un intervalo de 15 min entre cada una y se asegurd que en el momento de la toma

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

En el punto de caida de la cascada de cera que se aplica sobre la fruta, se
recolectd 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 homogenizé mediante agitacion
manual y se tomd un volumen final de 40 mL y se coloc6é en un tubo plastico
estéril. Estas muestras se recogieron simultdneamente con las de agua de las

pilas de lavado y desinfeccion de la fruta.

Cada muestra de cera y agua se coloc6 en una hielera a una temperatura
entre 7 y 10 T y se traslado al Laboratorio de Tec nologia Poscosecha del Centro
de Investigaciones Agronomicas de la Universidad de Costa Rica, donde se

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

Para el aislamiento de los hongos a partir de la cera se utilizé el método de
dilucion seriada estandar con tres diluciones (French y Hebert 1980, Tortora et al.
2007), el cual consistio en colocar volimenes de 100 pL de cera en tubos
eppendorf estériles y adicionar 900 pL de agua destilada autoclavada, agitar
durante 30 segundos y a partir de esta dilucion tomar nuevamente un volumen de
100 pL y repetir el procedimiento anterior hasta completar la tercera dilucion. Para

las muestras de agua no se hizo ninguna dilucion.

A partir de la dilucion final de cada muestra de cera y de las muestras de
agua, se tom6 100 pL 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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acido lactico (PDA + Al) y cada placa se incub6 a una temperatura de 22 T y un
fotoperiodo de 12 h luz durante 5 dias. Posteriormente, se contd el nimero de
unidades formadoras de colonias (UFC) de hongos, bacterias y levaduras por
placa y se multiplicé por el factor de dilucion correspondiente (10.000 en cera y 10

en agua) para obtener el nimero de UFC/mL de la muestra original.

2. Recibo de fruta y empaque

En el area de recibo de fruta se seleccion6 e identificd una carreta con fruta
recién cosechada y con calidad de exportacion (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 tomd 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, seleccion manual, aplicacion de un recubrimiento
de cera compuesta por aceite de origen vegetal y acidos grasos del glicerol y el
sorbitan y aspersion de fungicida en el corte. Ambos grupos de frutas provenientes
de la misma carreta se colocaron en cajas plasticas o de cartdon, se cubrieron con
papel kraft y fueron trasladadas al Laboratorio de Tecnologia Poscosecha de la

Universidad de Costa Rica.



Una vez en el laboratorio, las frutas se almacenaron en camaras de
enfriamiento bajo condiciones que simularon el manejo comercial para exportacion
como fruta fresca: 5dias a7 C, 1 horaa 18 C, 1 4diasa7 Cy 3 diasa 18 T,
para un total de 22 dias de almacenamiento a una humedad relativa de 90 a 95%.
Al finalizar este periodo, se evalué la incidencia de moho y se estimoé la severidad

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

De la fruta sin procesar y de la procesada, se seleccioné al azar cinco frutas
en el momento de ingreso al laboratorio y cinco frutas al finalizar el periodo de
almacenamiento y a cada una se le extrajo un segmento superficial de
aproximadamente 3 cm? de pedinculo y de cascara de la zona ecuatorial de la
fruta. Cada uno de estos segmentos se cortd con ayuda de un bisturi en cuatro a
seis subunidades de igual tamafio y estas se colocaron en un beaker con 30 mL
de agua destilada estéril con una gota de Tween 20 y se agité durante 5 minutos
mediante un agitador magnético. Para cada muestra de pedunculo o cascara, se
utiliz6 el método de dilucion seriada estandar 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 dias. A partir de la ultima
dilucion se tomo 100 pL 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 dias se conto el nimero de UFC por placa de hongos, bacterias
y levaduras, que se multiplicé por el factor de dilucion correspondiente (1.000 en
fruta recién cosechada y 10.000 en fruta almacenada), para obtener la cantidad de

UFC/mL de la suspension inicial.
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3. Enfriamiento y almacenamiento

En las camaras de enfriamiento y almacenamiento de cada finca, se
selecciono 15 sitios equidistantes y en cada uno se colocé una placa Petri con
PDA + Al, la cual se expuso en ese ambiente durante 15 minutos, de acuerdo con
la metodologia utilizada por Buttner y Stetzenbach (1993) y recomendada por Pitt
y Hocking (2009) para el muestreo por deposicion de esporas de hongos
presentes en el aire. Las placas se sellaron con parafiim, se colocaron en una
hielera a una temperatura entre 7 y 10 T y se trasladaron al Laboratorio de
Tecnologia Poscosecha de la Universidad de Costa Rica, donde se dejaron a la
temperatura ambiente del Laboratorio durante 5 dias y una vez transcurrido ese

tiempo, se contd el nimero de UFC por placa de hongos, bacterias y levaduras.

4. ldentificacion morfolégica 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 aisl6 en medio PDA + Al los hongos
presentes y luego de que esporularon, se identifico los mas frecuentes mediante la
observacion de sus caracteristicas morfologicas en un micrbscopio de luz, la
ayuda de claves de identificacion de la literatura (Barnett y Hunter 1972; von Arx
1974; Ellis 1976; Watanabe 1994; Seifert et al. 2011) y la guia de profesionales del

Laboratorio de Tecnologia Poscosecha.
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Los hongos que no esporularon y tres de las levaduras mas frecuentes, se
conservaron en placas Petri con medio de cultivo PDA + Al en refrigeracion a 7 C
hasta finalizar todos los muestreos, y en una ultima etapa, estos microorganismos

fueron caracterizados a nivel molecular.

Previo a la identificacion molecular de los hongos, se hizo cultivos
monospoéricos de cada especie y para los hongos que no presentaron
esporulacion y las levaduras, se trabaj6 con colonias puras de cada

microorganismo seleccionado.

Para este andlisis, se trabajoé 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 identificacion molecular en el Laboratorio de Técnicas
Moleculares del Centro de Investigaciones en Protecciéon 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 Biotecnologia de
Plantas del Centro de Investigaciones Agrondmicas de la Universidad de Costa

Rica.

El procedimiento utilizado por el Laboratorio de Biotecnologia de Plantas,
consisti6 en la extraccion de ADN mediante el método de-Rogers y Bendich
(1988), citado y utilizado por Hernandez (2009) y Salazar (2010) en la
identificacion molecular de especies de hongos del género Colletotrichum en

banano.
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El ADN obtenido se utilizo para amplificar mediante la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) las regiones de los espaciadores
internos transcritos ITS1 e ITS2 (ITS-Internal Transcribed Spacers, por sus siglas

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

Cada reaccion de PCR se llevo a cabo en un volumen total de 25 pL, la
mezcla consistio de: 2,5 pL de 10x Tampon DreamTaq™; 2 pL de cada
imprimador (10 mM); 2 uL de dNTP’s (10 mM); 1,7 puL de MgCl; (25 mM); 1 uL de
BSA (20 mg/mL); 0,25 pL de polimerasa (5u/ pL) DreamTaq™ (Fermentas); 2 L

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

La amplificacion se realizé en un Termociclador Applied Biosystems Veriti™
con el siguiente programa térmico: desnaturalizacion inicial a 94 °C por 3 minutos;
25 ciclos bajo las siguientes condiciones: 45 segundos a 94 °C, 30 segundos a 61
°C, 120 segundos a 72 °C y una extension final durante 5 minutos a 72 °C. Los
productos de amplificaciéon fueron separados por electroforesis en geles de
agarosa (TopVision™ Fermentas) al 1,6% (p/v) con buffer 0,5 x tris-buffer (TBE) y
2 pL de GelRed™ (Biotum). La visualizacién de los fragmentos se realizé 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 secuenciacién a la compania Macrogen (Corea del Sur). Los resultados de

secuenciacion 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 extraccion del ADN en el Laboratorio de Técnicas Moleculares del
CIPROC, se llevo a cabo mediante el método CTAB (Murray y Thompson 1985) y
este se cuantificdo mediante un espectrofotometro BioPhotometer Plus 6132
(Eppendorf), y se llevo a una concentracion final de 80 ng/pL. La reaccién de PCR,
la secuenciacion del ADN y el analisis de resultados se realizd con los mismos
imprimadores, reactivos y programa informatico utilizados por el Laboratorio de
Biotecnologia de Plantas, de acuerdo con los protocolos especificos de cada

laboratorio.

5. Pruebas de crecimiento in vitro

Una vez finalizados todos los muestreos en las empacadoras, se seleccioné
nueve hongos que presentaron alta frecuencia en ambas zonas, los cuales fueron
identificados previamente a nivel de género. Ademas, se selecciono los dos
hongos de micelio claro y tres hongos de micelio oscuro mas frecuentes, que
correspondieron a microorganismos agrupados en dos categorias definidas como
hongos de micelio blanco (Hgblbp y Hgblbc) y una categoria de hongos de micelio

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

Con cada uno de estos hongos seleccionados se realizd6 una prueba de
crecimiento in vitro en medio de cultivo PDA + Al, para lo que se tomo un disco de

aproximadamente 0,5 cm? de PDA con el micelio de cada hongo, se coloco en el
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centro de una placa Petri con el medio de cultivo, se almacené en una incubadora
a 18 T, con un fotoperiodo de 12 h durante 6 dias. Una vez transcurrido este
tiempo, se evaluo el crecimiento de cada microorganismo de dos formas distintas

detalladas a continuacion:

Para un primer grupo constituido por siete de los hongos mas frecuentes, se
evaluo el porcentaje de cobertura del crecimiento del hongo por placa, debido a
que por el tipo de esporulacion, se produjo un patréon de crecimiento de colonias al
azar sobre la superficie del medio, razon por la cual, la medicion del diametro de

crecimiento no se considerd un buen indicador.

Para el segundo grupo que correspondio a los hongos de micelio blanco, de
micelio oscuro y los géneros Lasiodiplodia y Cladosporium, se evalu6 el diametro
mayor y diametro menor de crecimiento de la colonia, y a partir de éstos se obtuvo
un promedio de diametro, metodologia previamente utilizada en pruebas in vitro

por Astua et al. (1994), Hernandez (2009) y Salazar (2010).

6. Relacion de las poblaciones de hongos y el porcentaje de moho con
diferentes variables climaticas
Para realizar posteriormente un analisis de regresion en fruta procesada y
sin procesar de ambas fincas, se seleccion6 como variables dependientes para
cada muestreo, los promedios de porcentaje de incidencia y porcentaje de moho
en el pedunculo, UFC/mL de hongos en la suspension del pedunculo y UFC/mL de

hongos en la suspension de cascara, y como variables regresoras, la precipitacion
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acumulada (mm), el porcentaje de humedad relativa (%HR), la velocidad del viento
(km/h), la temperatura promedio, maxima, minima y la diferencia entre
temperatura maxima y minima (AT T). Para cada una de estas variables
climaticas se utilizé el promedio o acumulado en el caso de la precipitacion, 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. Analisis estadistico

Los datos de las poblaciones de hongos fueron transformados a logqo (x+ 1)
para facilitar la visualizacion de las tendencias de las mismas durante el afo de

estudio.

En el analisis estadistico se incluy6 el total de datos de los doce muestreos
para cada fase de la empacadora muestreada. Se utilizé una prueba de F para
comparar las varianzas de las poblaciones de hongos en los diferentes sustratos o
procesos, de acuerdo con la siguiente agrupacién por finca: agua vs cera,
pedunculo de fruta procesada vs pedunculo de fruta sin procesér al momento de la
cosecha y a los 22 dias de almacenamiento, cascara de fruta procesada y sin
procesar al momento de la cosecha y a los 22 dias de almacenamiento y
porcentaje de moho en fruta procesada vs sin procesar. Una vez comparadas las

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

con la misma agrupacion utilizada para la prueba de F.

Se realiz6 un analisis de frecuencia de recuperacion de los hongos,
bacterias y levaduras. Para esto, se contabilizé el nimero de placas Petri con
medio de cultivo en las que se registré6 cada género o especie de microorganismo
y se dividid entre el total de placas Petri de todas las fases de procesamiento
muestreadas en ambas fincas. Con base en este analisis, se escogio y se grafico
los cinco hongos mas frecuentes y dentro del grupo de levaduras y bacterias, las
cuatro mas frecuentes. Se realiz6 este mismo analisis con el total de muestras

para cada fase de procesamiento.

Para los resultados de las pruebas de crecimiento in vitro se realizd un
analisis de varianza y la separacion de medias a través de la prueba de diferencia
minima significativa (DMS) al 5% con el programa estadistico Infostat, version

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
realiz6 un total de 630 regresiones lineales para cada finca, mediante el programa
estadistico Infostat, version 2012 y se seleccioné aquellas que presentaron un R?

ajustado igual o mayor a 0,6.
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RESULTADOS

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

1.1 Hongos

1.1.1 Aguas de lavado-desinfeccion 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-desinfeccion en la mayoria de los muestreos, y los valores mas altos en
cera se alcanzaron en Puntarenas en los meses de junio de 2012 y marzo de

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

Al comparar entre ambas zonas se observa que en Sarapiqui, las
poblaciones de hongos en la cera en los meses de julio a diciembre de 2012
tendieron a ser mayores que en Puntarenas, con excepcion de octubre que

presenté un valor de cero UFC/mL en Sarapiqui.
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Figura 1. Promedio mensual de UFC de hongos/mL en aguas de lavado-desinfeccion y
cera de las fincas de Puntarenas (A) y Sarapiqui (B).

1.1.2 Aire de las camaras de enfriamiento y almacenamiento

Las poblaciones de hongos por placa, capturadas en el aire de las camaras
de enfriamiento fueron mayores durante todo el intervalo de evaluacion en la zona
de Sarapiqui que en Puntarenas, alcanzandose las cantidades mas 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 camaras de enfriamiento de las fincas de
Puntarenas y Sarapiqui.

1.1.3 Pedunculo y cascara de fruta procesada y sin procesar

1.1.3.1 Pedunculo

Las poblaciones de hongos en el pedunculo de fruta recién cosechada,
procesada y sin procesar presentaron variaciones durante el afio, con valores
registrados entre 0 y 1,5 UFC/mL de suspension en Puntarenas y entre 0 y 2
UFC/mL en Sarapiqui, 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
ano evaluado, de los meses en que se registré crecimiento de hongos, se obtuvo

solamente 2 de 8 muestreos en Puntarenas y 1 de 6 muestreos en Sarapiqui, en



que la poblacion en fruta procesada fue mayor que en fruta sin procesar. En el

resto de los muestreos se registro 0 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 suspension de pedunculo de
fruta recién cosechada, procesada (P) y sin procesar (SP) de las fincas de
Puntarenas (A) y Sarapiqui (B).

Las poblaciones de hongos en el pedunculo, en ambas fincas después de
22 dias 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 dias de almacenémiento se observa
que en la mayoria de los muestreos, las poblaciones de hongos en el pedunculo
sin procesar tendieron a ser mayores que en el pedunculo procesado, con
excepcion de los meses de octubre de 2012 en Puntarenas y abril y junio de 2012

y febrero y marzo de 2013 en Sarapiqui.
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Al igual que al momento de la cosecha, después de 22 dias de
almacenamiento, las poblaciones de hongos en el peduinculo presentaron
variaciones durante el ano de estudio, donde los valores mas 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
Sarapiqui, los valores mas 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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Figura 4. Promedio mensual de UFC de hongos/mL de la suspensién de pedunculo de
fruta procesada (P) y sin procesar (SP) de las fincas de Puntarenas (A) y
Sarapiqui (B), después de 22 dias de almacenamiento.
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1.1.3.2 Cascara

En la figura 5 se muestra una poblacion de hongos similar en la cascara de
fruta recién cosechada, procesada y sin procesar de ambas zonas, con excepcién
del mes de enero de 2013 en Puntarenas, donde la poblacién en fruta procesada
fue menor que en fruta sin procesar y en mayo de 2012 en Sarapiqui, donde no se
recuperd hongos en la cascara de fruta procesada y en la fruta sin procesar se
obtuvo 3,5 UFC/mL. En general, en ambas fincas la mayoria de los valores

obtenidos se mantuvo entre 2 y 5 UFC/mL.

La poblacién de hongos en la cascara de fruta recién cosechada fue mayor
que en el pedunculo (Figuras 3 y 5) en ambas zonas, y se observo esta misma
tendencia a lo largo de todos los muestreos, tanto en fruta procesada como sin

procesar.

——(ascP == CiscSP A — CistP =B CascSP B

UFC/mL
UFC/mL

Abr May Jun Jul Ago Set Oct Nov Dic En Flb_Mu Abr May Jun Jul Ago Set Oct Nov Dic En Feb Mar

2012 2013 2012 2013

*Datos transformados a logso (x+ 1).

Figura 5. Promedio mensual de UFC de hongos/mL de la suspensién de cascara de fruta

recien cosechada, procesada (P) y sin procesar (SP) de las fincas de
Puntarenas (A) y Sarapiqui (B).

37



38

La figura 6A, correspondiente a las poblaciones en cascara después del
almacenamiento, muestra en Puntarenas épocas del afo, junio y julio de 2012 y
de octubre de 2012 a enero de 2013, en que la poblacion de hongos en la cascara
de fruta procesada fue menor que en fruta sin procesar. En Sarapiqui (Figura 6B),
no se presentd este mismo comportamiento, sino que solamente en algunos
meses del ano, abril, junio, octubre y noviembre de 2012 y febrero y marzo de

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

En general, la poblacién de hongos en la cascara de fruta almacenada
durante 22 dias de Puntarenas (Figura 6A), tendié a ser menor en los meses de
final e inicio de ano, 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 mas bajos de 0 UFC/mL en fruta
procesada y 0,8 UFC/mL en fruta sin procesar. En Sarapiqui (Figura 6B), la
poblacion 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 suspension de cascara de
fruta procesada (P) y sin procesar (SP) de las fincas de Puntarenas (A) y
Sarapiqui (B), después de 22 dias de almacenamiento.



1.2 Levaduras y bacterias

1.2.1 Aguas de lavado-desinfeccion 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 7A), solamente se registro crecimiento de estos
microorganismos en abril, mayo y julio de 2012, con valores entre 1,5 y 2,8
UFC/mL, mientras que en Sarapiqui (Figura 7B), solamente se registré crecimiento

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

En la cera de Puntarenas (Figura 7A) se obtuvo una mayor poblacion de
bacterias y levaduras en el periodo comprendido entre abril y setiembre de 2012,
con los valores mas altos en los meses de mayo y julio de 2012, de 5,7 y 4,7
UFC/mL respectivamente. En Sarapiqui (Figura 7B), se recupero bacterias y
levaduras en cera entre abril y julio de 2012, con los valores maximos en junio y
julio de 5 UFC/mL y en el resto del afno no hubo crecimiento o este fue menor a
0,5 UFC/mL, con excepcion de marzo de 2013, donde se registro 1,6 UFC/mL en

promedio.
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Figura 7. Promedio mensual de UFC de levaduras y bacterias/mL en aguas de lavado-
desinfeccion y cera de las fincas de Puntarenas (A) y Sarapiqui (B).

1.2.2 Aire de las camaras 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 afo, de abril a junio de 2012, en que las poblaciones en Sarapiqui
fueron mayores que en Puntarenas y una segunda época, de julio a diciembre de
2012, en que ocurri6 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 camaras de enfriamiento de
las fincas de Puntarenas y Sarapiqui.

1.2.3 Pedunculo y cascara de fruta procesada y sin procesar

1.2.3.1 Pedunculo

La poblacion de levaduras y bacterias en fruta recién cosechada fue mayor
en el pedunculo sin procesar que procesado, en todos los muestreos de ambas
zonas (Figura 9). En la fruta procesada de Puntarenas (Figura 9A), la poblacion se
incremento6 desde junio con 0,6 UFC/mL hasta agosto de 2012 con un maximo de
2,7 UFC/mL y luego disminuy6 y se mantuvo en 0 UFC/mL entre octubre de 2012
y marzo de 2013. La fruta sin procesar present6 los valores mas altos de hasta 4,5
UFC/mL entre junio y agosto de 2012 y luego tendié a disminuir y mantenerse

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



42

A partir del pedunculo de fruta procesada de Sarapiqui (Figura 9B), se
registro crecimiento de bacterias y levaduras en dos épocas del afo, de mayo a
julio de 2012 y de enero a marzo de 2013, mientras que en el pedunculo de fruta
sin procesar se registro crecimiento durante todos los muestreos, alcanzandose
los valores mas 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 pediunculo 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 maximo obtenido en hongos fue de 2 UFC/mL.
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Figura 9. Promedio mensual de UFC de levaduras y bacterias/mL de suspension de
pedunculo de fruta recién cosechada, procesada (P) y sin procesar (SP) de las
fincas de Puntarenas (A) y Sarapiqui (B).



En la figura 10 que muestra las poblaciones de levaduras y bacterias en el
pedunculo después de 22 dias de almacenamiento, se observa una mayor
cantidad de estos microorganismos en fruta sin procesar que en la procesada, con
excepcion de junio de 2012 en Puntarenas y febrero de 2013 en Sarapiqui. Se
obtuvo una mayor variacién durante el ano 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 0 UFC/mL en diciembre de ese mismo ano, mientras
que en Sarapiqui la reduccion se observd desde abril de 2012 con 5 UFC/mL
hasta setiembre del mismo ano con 0 UFC/mL. A su vez, la variacion en las
poblaciones de la fruta sin procesar fue menor durante el afo de estudio,
manteniéndose en Puntarenas desde julio de 2012, hasta marzo de 2013 entre 5,3

y 6,8 UFC/mL y en Sarapiqui entre 3,9 y 6,6 UFC/mL durante todo el periodo de

evaluacion.
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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 suspensién de
pedunculo de fruta procesada (P) y sin procesar (SP) de las fincas de
Puntarenas (A) y Sarapiqui (B), después de 22 dias de almacenamiento.
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1.2.3.2 Cascara

El promedio de poblacion de levaduras y bacterias en la cascara de fruta
recién cosechada (Figura 11), procesada y sin procesar de la finca de Puntarenas
fue similar, con los valores mas bajos entre 0,7 y 3,4 UFC/mL en abril y setiembre
de 2012 y enero de 2013. En Sarapiqui, la poblacion de estos microorganismos
fue menor en fruta sin procesar que en fruta procesada en el periodo 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 generd diferencias importantes
en la disminucidn de las poblaciones de levaduras y bacterias en fruta recién

cosechada.

Al comparar estas poblaciones en cascara con las presentes en el
pedunculo al momento de la cosecha (Figura 9), se observa que tendid a ser
mayor la poblacion en cascara que en el pedunculo de fruta procesada en ambas
zonas, ya que las poblaciones en cascara presentaron promedios de hasta 4,9
UFC/mL, mientras que en el pedunculo se obtuvo como maximo 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 suspension de
cascara de fruta recién cosechada, procesada (P) y sin procesar (SP), de las
fincas de Puntarenas (A) y Sarapiqui (B).

Como se muestra en la figura 12, las poblaciones de levaduras y bacterias
en la cascara después de 22 dias de almacenamiento presentaron menos
variaciones durante el afio en Puntarenas que en Sarapiqui, donde estas
tendieron a disminuir entre noviembre de 2012 y marzo de 2013, tanto en fruta
procesada como sin procesar, hasta alcanzar un minimo de 1 UFC/mL, mientras
que en Puntarenas, durante la mayor parte del periodo de evaluacion se

mantuvieron entre 4 y 6 UFC/mL.

Se destaca ademas, que durante la mayoria de los muestreos (7 de 12 en
Puntarenas y 10 de 12 en Sarapiqui), la poblacion 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 suspension de
cascara de fruta procesada (P) y sin procesar (SP), de las fincas de
Puntarenas (A) y Sarapiqui (B), después de 22 dias de almacenamiento.

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

2.1 Incidencia

La figura 13 muestra la incidencia de moho por mes en el pedunculo de la
fruta de las fincas de Puntarenas y Sarapiqui. Se obtuvo una incidencia cercana o
igual al 100% en fruta sin procesar durante la mayoria de los muestreos en ambas
zonas, con excepcion de abril de 2012 en Puntarenas y agosto y diciembre de ese

mismo afno en Sarapiqui.

La mayor incidencia de moho en fruta procesada de Puntarenas se

presento en los meses de mayo a agosto de 2012, con valores entre 30% y 100%,
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mientras que en Sarapiqui, la mayor incidencia se registré 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 Sarapiqui tendié a aumentar a partir de enero y hasta marzo de 2013,

donde se alcanz6 una incidencia del 90%.
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Figura 13. Incidencia de moho en el pedunculo de frutos de pifia procesada (P) y sin
procesar (SP) de las fincas de Puntarenas (A) y Sarapiqui (B), después de 22
dias de almacenamiento.

2.2 Severidad

La cantidad de moho en el pedunculo de la fruta sin procesar fue mayor que
en la fruta procesada en todos los meses para ambas zonas (Figura 14). En
Puntarenas, el maximo porcentaje obtenido en fruta procesada fue del 10% en los

meses de junio y agosto de 2012 y en el resto del afo, el promedio se mantuvo
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entre 0,04 y 0,96 %, con excepcion de abril, setiembre y diciembre de 2012, donde
no hubo desarrollo de moho. A su vez, en Sarapiqui 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 registr6 un aumento a partir de enero, hasta
alcanzar un maximo de 75% en el mes de marzo. En el resto de los muestreos, se
obtuvo entre 0,04 y 0,48%, con excepcion de setiembre y diciembre de 2012,

donde no hubo desarrollo de moho.
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Figura 14. Porcentaje de moho en el pedunculo de frutos de pifa procesada (P) y sin
procesar (SP) de las fincas de Puntarenas (A) y Sarapiqui (B), después de 22
dias de almacenamiento.

En la figura 15 se complementa la informacion de incidencia y severidad,
con imagenes de los diferentes tipos de moho que crecieron sobre la superficie del

pedunculo en ambas zonas de estudio.



Figura 15. Crecimiento de diferentes tipos de moho en el pedinculo de frutos de pifia,
provenientes de las fincas de Puntarenas y Sarapiqui.
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3. Comparacién estadistica de las poblaciones de microorganismos y el
porcentaje de moho en el pedunculo

Los cuadros 1 y 2 muestran el andlisis estadistico mediante pruebas de F y
t para las poblaciones de hongos, levaduras y bacterias en el pedunculo y la
cascara, y el porcentaje de moho en las fincas de Puntarenas y Sarapiqui, tanto
para la fruta procesada (P) como sin procesar (SP), a la cosecha y luego de 22

dias de almacenamiento.

En Puntarenas, ni la poblacién de hongos, ni la de levaduras y bacterias en
el pedanculo de fruta recién cosechada, presentd diferencias significativas entre
fruta procesada (P) y sin procesar (SP), mientras que en Sarapiqui, solamente la
poblacion de levaduras y bacterias fue mayor en fruta SP que en fruta P. Después
de 22 dias de almacenamiento, la poblacion de hongos, levaduras y bacterias en
el pedunculo de Puntarenas fue menor en fruta P que en SP, mientras que en
Sarapiqui se encontrd diferencias significativas unicamente en la poblaciéon de
levaduras y bacterias en este tejido, con un promedio aproximadamente seis

veces mayor en fruta SP.

Aunque el analisis estadistico no compara especificamente entre zonas, el
promedio de la poblacion de hongos en el pedunculo fue mayor en Sarapiqui que
en Puntarenas luego de 22 dias de almacenamiento de la fruta, y esto se reflejo
en un mayor porcentaje de moho en fruta procesada, donde se obtuvo un 11,6%

en Sarapiqui y fue de un 2,1% en Puntarenas (Cuadro 1).
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En la cascara, solamente se obtuvo diferencias significativas en fruta recién
cosechada, donde la poblacion de hongos de Puntarenas y la de levaduras y

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

En la cascara, la poblacidén de hongos presentd diferencias significativas
unicamente en fruta recién cosechada de Puntarenas y fue mayor en fruta sin
procesar, y en la poblacidon de levaduras y bacterias, solamente se obtuvo
diferencias significativas en fruta recién cosechada de Sarapiqui, donde la

poblacion fue mayor en fruta que no recibié procesamiento poscosecha.

Aunque no se obtuvo diferencias estadisticas significativas entre las UFC
de hongos en el pedunculo de fruta procesada y sin procesar de Sarapiqui, tanto a
la cosecha como luego de 22 dias de almacenamiento, en las figuras 3 y 4 se
observod durante varios meses del afio poblaciones promedio mas altas en la fruta
sin procesar, lo cual coincidié con un promedio mayor en la poblacién de hongos
de la fruta que no recibi6 tratamiento poscosecha (Cuadro 1). Una situacion
similar a nivel estadistico ocurrid con las poblaciones de levaduras y bacterias en
el pedunculo de fruta recién cosechada de Puntarenas, donde se obtuvo un
promedio de UFC mayor durante el aio de estudio en fruta sin procesar (Figura 9),
mientras que en la cascara de la fruta de Sarapiqui Iuego_de 22 dias de
almacenamiento, se obtuvo poblaciones mas altas durante la mayoria de los
muestreos en la fruta procesada (Figura 12), lo cual se reflejé en un promedio
mayor para este tejido (Cuadro 1), en comparacion con la fruta que no recibié

procesamiento poscosecha.
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En ambas fincas, la poblacién de todos los microorganismos muestreados
fue mayor en cera, que en aguas de lavado-desinfeccion, con diferencias
importantes, ya que en hongos se obtuvo como maximo 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 Sarapiqui.

Cuadro 1. Comparacion estadistica entre los promedios de UFC de hongos en la fruta,
agua y cera, y el porcentaje de moho en el pedunculo de fruta procesada (P) y
sin procesar (SP), de las fincas de Puntarenas y Sarapiqui.

Puntarenas Sarapiqui
Variables Promedio P(F) P(t) Promedio P(F) P(t)

UFC/mL pedt'mculo P cosecha 2.2138a 15x10" 052 19,22 0,002 0,08
UFC/mL pedunculo SP cosecha 950,3 a 7073a
UFC/mL pedl'muﬂol'ﬂd 16.181,8b 6,8)(1:3.':’.' 0,0003 100.318,2 a 03 033
UFC/mL pedinculo SP 22 d 76.7273a ; 13413944
UFC/ml césc P cosecha 28.6383b 61610,1a _

bl . & 2,1x10° 0,02 111x10° 0,12
UFC/mL césc SP cosecha 7251432 i 97.504,3 a
UFC/mL césc P 22d 21145463 0,008 084 92.8333a 239% 10° 015
UFC/mL cdsc SP22d 184.7273 3 166.000,0a
UFC/mL agua 64b 9 02b 17

0 0

UFC/ml cera 474722 i 1273742 e
% moho frutaP 22d 21b 11,6b

62 13 27
% moho fruta SP 22 d 4892 3,2x10 psa VX0 15:0
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Cuadro 2. Comparacion estadistica entre los promedios de UFC de levaduras y bacterias
en la fruta, agua y cera, de las fincas de Puntarenas y Sarapiqui.

Puntarenas Sarapiqui
Variables Promedio P(F) P(t) Promedio P(F) P(t)
' 11.888,2 7 ;
UFC/mt peddnculoP cosecha 2 307x10° 0,487 A b 0 0005
UFC/ml pediinculo SP cosecha 17.565,3a 15.033,8a
UFC/mL peddnculo P 22d 4156%4b 179.616,7b !
o "edﬁ _ 0 39x10° ' 0 277x10°
UFC/mL pedinculo SP22d 2533.636,42 107331152
Urqngn;schwseq\a 45.655,7a o 015 13.226,1b 108 10" 0018
UFC/mL casc SP cosecha 158.382,73 27.147,1a
urcijcafscpzzd WMTa o B0 ; s
UFC/mLcascSP 22d 288.545,5a 51.133,3a
UFC/ml agua 1.99,1b n 0,74b A
B 0 0
UFC/mL cera 156.854,32 all 2502 AT 10

4. ldentificacion morfolégica y molecular de los microorganismos

En el cuadro 3 se presenta la descripcidon de la coloracion y forma de las
colonias de los hongos mas frecuentes recuperados e identificados morfologica 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
numero de accesion del GenBank. La informacion se complementa con fotografias
que muestran la superficie y reverso de las colonias de estos microorganismos

creciendo en medio de cultivo PDA + Al (Figuras 16y 17).
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Cuadro 3. Descripcion de los hongos mas frecuentes recuperados en las distintas fases de
procesamiento muestreadas en las fincas de Puntarenas y Sarapiqui.

Cadigolldentificacion
(nimero de accesion)

Descripcion del hongo

Penicillium diversum (99%-
HM 469392.1)

Micelio verde, de colonia lisa con el borde blanco y redondeado; el

reverso de esta con poca pigmentacion. Abundante esporulacion

Penicillium purpureogenum
(100%-GU 566198.1)

Micelio verde, de colonia lisa con el borde blanco y redondeado, cuyo
reverso presenta fuerte pigmentacion de color rojizo. Abundante

esporulacion

Pba01 (Penicillium citrinum,
P. griseofulvum)

(100% JQ 316514.1/
100% EU 497956.1)

Micelio verde, colonia con formacion de surcos radiales, el borde
blanco y redondeado y cuyo reverso presenta pigmentacion amarilla.

Abundante esporulacién

Talaromyces calidicanius
(99% NR_103665.1)

Micelio verde y rojizo, con proyecciones superficiales de hifas y
conidioforos que pueden alcanzar el borde superior de la placa Petri;
colonia de borde irregular, cuyo reverso presenta una pigmentacion

rojiza. Abundante esporulacion

Fusarium proliferatum (100%
EU 821492.1)

Micelio blanco, con el borde de la colonia redondeado, esta adquiere
una coloracién purpura al madurar, principalmente en el reverso de la

misma. Abundante esporulacion

Fusarium sp.

Micelio blanco, con el borde de la colonia redondeado; esta adquiere
una coloracioén anaranjada al madurar, principalmente en el reverso de

la misma. Abundante esporulacion

Cladosporium sp.

Micelio verde oscuro, con el borde de la colonia redondeado, cuyo
reverso presenta una tonalidad de verde oscuro a negro. Abundante
esporulacion

Aspergillus aculeatus (100%
EU 833205.1)

Micelio negro, con abundantes conidioforos, colonia de borde irregular

cuyo reverso presenta poca pigmentacion

Hgblbc

Micelio blanco algodonoso, con el borde de la colonia redondeado o
irregular y reverso de la misma con poca pigmentacion. Poca
esporulacion o del todo ausente

Hgblbp

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

redondeado o irregular y reverso de las mismas con fuerte

pigmentacion verde oscuro o negro. Poca esporulacion o del todo
ausente

Hgosc

Hongos de micelio oscuro, con el borde de las colonias redondeado o
irregular y reverso de las mismas con fuerte pigmentacion color negro.
Poca esporulacion o del todo ausente




Figura 16. Hongos mas frecuentes recuperados en las fincas de Puntarenas y Sarapiqui.
Superficie y reverso de las colonias de: A (Penicillium diversum); B (Penicillium
purpureogenum); C (Penicillium citrinum, P. griseofulvum); D (Talaromyces
calidicanius), E (Fusarium proliferatum);, F (Fusarium sp.); G (Aspergillus
aculeatus); H (Cladosporium sp.).
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Figura 17. Colonias de los hongos de micelio blanco y oscuro mas frecuentes
recuperados en las fincas de Puntarenas y Sarapiqui. Superficie y reverso de
las colonias de: A (Penicillium daleae); B (Xylaria adscendens); C (Hongo del
orden Xylariales.); D (Daldinia eschscholtzii); E (Microsphaeropsis arundinis);
F (Phoma herbarum); G (Lasiodiplodia sp.).

56



En el cuadro 4 se presenta la descripcion de la coloracion y forma de las
levaduras y bacterias mas 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 nimero de accesion del GenBank. La
informacion se complementa con fotografias que muestran la superficie de las

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

Cuadro 4. Descripcién de las levaduras y bacterias mas frecuentes recuperadas en las distintas
fases de procesamiento muestreadas en empacadoras de pifa de las fincas de
Puntarenas y Sarapiqui.

Codigo/ldentificacion
(nimero de accesion) Descripcion de las colonias

Levadura color crema, con el borde de la colonia de forma irregular
Levcr01 y reverso de la misma sin pigmentacién. Produce abundante

esporulacion

Wickerhamomyces Levadura que forma colonias redondeadas, con la superficie y
anomalus (100% GQ reverso de color blanco. Abundante esporulacion

376076.1)

Levcr03 (Pichia caribbica,

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

(99% GU 248264.1/99% AM | reverso de color crema. Abundante esporulacion
158923.1)

Rhodotorula mucilaginosa Levadura que forma colonias redondeadas, con la superficie y
(100% HQ 702343.1) reverso de color rojizo. Abundante esporulacion
Levam02 Levadura que forma colonias de borde irregular, con la superficie y

reverso de color amarillo

Ber 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 mas frecuentes recuperadas en las
fincas de Puntarenas y Sarapiqui. Superficie de las colonias de: A (Levcr01);
B (Wickerhamomyces anomalus); C (Pichia caribbica, Candida
fukuyamaensis); D (Levam02); E (Rhodotorula mucilaginosa); F (Bam); G
(Ber).
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5. Analisis de frecuencia de recuperacion

5.1 Frecuencia por grupos de organismos

En la figura 19 se muestra la frecuencia de recuperacion de los principales
microorganismos, con base en el total de muestras de todas las fases de
procesamiento analizadas. Se recuperd 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 caracterizacion molecular, correspondié con la
secuencia genética de P. citrinum o P. griseofulvum. Ademas, se identifico
Talaromyces calidicanius, con una frecuencia de 4,5% en Puntarenas y 7,3% en
Sarapiqui, y un grupo de hongos de micelio claro (Hgblbc) con un 10%, dentro del
cual se identifico los géneros y especies Pestalotia sp., Acremonium sp.,

Penicillium daleae y Xylaria adscendens.

En Puntarenas, fue frecuente la recuperacion de un grupo de hongos de
micelio oscuro con un 5%, dentro del cual se incluydo a Cladosporium sp.,
Lasiodiplodia sp., Phoma herbarum, Microsphaeropsis arundinis y Daldinia

eschscholtzii.

Entre las levaduras y bacterias (Figura 19B), la mas frecuente correspondio
a Wickerhamomyces anomalus, con aproximadamente 25% en ambas zonas, una
levadura de color crema (Lever01) no identificada a nivel de género con un 10%, y

Rhodotorula mucilaginosa, que solamente se recuperé en Puntarenas con una
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frecuencia del 8,7%. En bacterias, las mas frecuentes desarrollaron colonias de
color crema (Bcr) con frecuencias de 16,5% y 13,4% en Puntarenas y Sarapiqui
respectivamente y de color amarillo (Bam), aisladas unicamente en la zona de

Sarapiqui, en un 8,5% del total de muestras.
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Figura 19. Frecuencia de los principales hongos (A), levaduras y bacterias (B), con base
en el total de muestreos realizados en las diferentes fases de procesamiento,
de las fincas de Puntarenas y Sarapiqui.

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 camaras de enfriamiento) y en el pedunculo y cascara
de fruta procesada (P) y sin procesar (SP) al finalizar los doce muestreos en cada

Zona.

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

la cascara y pedunculo de la fruta de ambas zonas. P. diversum y P.




purpureogenum fueron las especies mas frecuentes con valores entre 0,6% y
74,1%, dependiendo de la fase muestreada. El grupo de hongos de micelio blanco
también se recuperd en todas las fases de procesamiento y en la fruta de ambas

zonas, con una frecuencia menor que Penicillium y que oscilé entre 1,1% y 18,5%.

Algunos hongos fueron frecuentes Unicamente 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 Sarapiqui,
no se recuperaron el aire de las camaras de enfriamiento de ambas zonas y se
aislaron unicamente en el pedunculo de fruta sin procesar de Puntarenas.
Aspergillus aculeatus fue frecuente unicamente en agua y cera de Puntarenas con
24% y 3,9% respectivamente. Cladosporium sp. se recuperé en cera de
Puntarenas con 2,2% y en Sarapiqui con un 10% y en camaras de enfriamiento
con un 11% a 12% en ambas zonas (Cuadros 5 y 6). Fusarium proliferatum se
encontrd solamente en fruta, tanto procesada como sin procesar de las dos fincas,
con excepcion de la cascara en Puntarenas, donde no se registré crecimiento de

este microorganismo (Cuadro 5).

En el cuadro 5 se observa que en Puntarenas, el procesamiento de la fruta
generd diferencias en la frecuencia de recuperaciéon de hongos en el pedunculo,
ya que solamente P. diversum y F. proliferatum fueron frecuentes tanto en fruta P
como SP, mientras que en Sarapiqui, la mayoria de los hongos recuperados (4 de
6) presentaron valores similares de frecuencia, independientemente de si la fruta
fue procesada o no. En la cascara 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 cascara SP y dentro de estos, predominé el género

Penicillium con valores entre 11,4% y 37,2%.

Con respecto a las levaduras, la mas frecuente en fruta P y SP
correspondi6 a W. anomalus (Cuadro 6), con valores entre 27,2% y 68,6%.
Ademas, esta levadura se recuperd en agua de Puntarenas, cera de Sarapiqui, y
en la camara de enfriamiento de Puntarenas. R. mucilaginosa fue frecuente en el
pedunculo de fruta P y SP de Puntarenas y en el pedunculo SP de Sarapiqui, con
valores entre 13,3% y 29,8% y también presenté un 13,3% de frecuencia en la
cascara de fruta P de Puntarenas y 3,3% en la cera de Sarapiqui. El crecimiento
de bacterias con colonias de color crema y amarillo fue frecuente en todas las
fases de procesamiento, con excepcion de la cera de Sarapiqui, donde solamente

se observo el crecimiento de levaduras (Cuadro 6).

Las demas levaduras presentaron una frecuencia entre el 4,9% y 40,2% vy al
igual que W. anomalus, fueron frecuentes en el pedunculo, principalmente de fruta
SP, donde ademas, se observd crecimiento de patrones de manchas amarillas o

rojizas que podrian 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 cdscara y pedunculo
de fruta procesada (P) y sin procesar (SP) de las fincas de Puntarenas y Sarapiqui.

Frecuencia (%) por organismo

Finca Fase/tejido P. diversum P. purpureogenum T. calidicanius F. proliferatum A. aculeatus Cladosporium sp. Pba01 Hgblbc Hgblbp Hgosc
Puntarenas Agua 3 0 0 0 24 0 0 11,5 4.8 24
Cera 9 0 0 0 3.9 2,2 0 9,6 0 3.4
Aire de camaras 24,3 0 0 0 0 11,2 83 5,9 8,9 0
Pedunculo P 6,8 5.8 1 1 0 e 0 0 0
Pednculo SP 11,5 0 0 8,7 0 88 07T 0 125
Casc P 28,6 1.4 19 0 90 0 18,1 0 0
Casc SP 36,5 19,2 14,4 0 L e e g0
Sarapiqui Agua 0,6 0,6 0 0 0 0 0 1,1 0 0,6
Cera 18,9 0 6,7 0 0 10 10 0 0 6,1
Aire de camaras 741 18,5 0 0 0 12,2 455 18,5 0 0
Pedunculo P 13 13,7 6,1 0 0 inatraamil gt 0
Pedunculo SP 15,5 S 165 6,2 13,2 0 O DBl 0o
Casc P 37.2 31 20,2 14 0 0 0 124 0 0
Casc SP 33,1 21,5 18,5 16,9 0 0 0 20 0 0




Cuadro 6. Frecuencia de las principales levaduras y bacterias recuperadas en las
distintas fases de procesamiento y en la cascara y pedunculo de fruta
procesada (P) y sin procesar (SP), de las fincas de Puntarenas y Sarapiqui.

Frecuencia (%) por organismo

Finca Fase/tejido W. anomalus R. mucilaginosa Levcr01 Levcr03 Levcr04 Levam02 Ber Bam
Puntarenas Agua 55 0 11,5 0 0 0 36 55
Cera 0 0 0 96 84 56
Aire de camaras 7.1 0 40,2 0 95 0
PedincuoP 272 9 0 0175 O
Pedanculo S 61,5 ge o 25 298 0
CascpP . - 68,6 0 0 0 333 162
Casc SP 538 0 0 221 308 20,2
Sarapiqui  Agua 0 0 0 56 17 17
Cera 4.4 0 0 12,2 0 0
Aire de camaras 0 0 19 0 175 85
Pednculo P 282 69 0 o0 38
Pedinculo SP 527 18,6 0 0271 0
CseE oy 59,7 0 20,2 0 0 248 101
CascSP o 47,7 0 9,2 0 0 254 254

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 mas frecuentes,

recuperados al finalizar los muestreos en ambas zonas de estudio.

Se obtuvo diferencias significativas entre especies, donde el hongo con

mayor crecimiento correspondié a P. purpureogenum, con un 81% de cobertura,

seguido por A. aculeatus, P. diversum y T. calidicanius, todos con valores entre

51% y 59%. EI menor crecimiento in vitro se registro en Pba01, Fusarium

proliferatum y Fusarium sp., cuyos valores estuvieron entre 6,7% y 20,1%.

Ademas, 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 diferenles entre las barras indican diferencias significativas de acuerdo con el analisis de varianza y la 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 mas frecuentes, luego de seis dias en incubacion a 18
T.

En la figura 21 se muestra el diametro promedio de crecimiento sobre la
superficie del medio de cultivo de los hongos de micelio blanco y oscuro mas

frecuentes, recuperados en los muestreos de ambas zonas.

Se obtuvo diferencias significativas entre los géneros evaluados vy
Lasiodiplodia sp. fue el hongo con mayor crecimiento luego de seis dias de
incubacion, con un diametro de 8,5 cm que correspondié a un 100% de cobertura
de la superficie del medio de cultivo, seguido por P. herbarum., con 5 cm de

didmetro. El hongo con menor crecimiento fue D. eschscholtzii con 1,26 cm,
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mientras que el resto de hongos evaluados presentaron un didmetro promedio

entre 2,15 cmy 3,21 cm.
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*Letras diferentes entre barras indican diferencias significativas, de acuerdo con el analisis de varianza y la prueba
de diferencia minima significativa (DMS) al 5%.

Figura 21. Diametro promedio de crecimiento de diferentes hongos de micelio blanco y

oscuro en medio de cultivo PDA, luego de seis dias en incubacion a 18 C.



7. Variables climaticas y su relacién con las poblaciones de hongos y
el porcentaje de moho en el pedinculo

En el cuadro 7 se presenta el resumen de la relacion de las variables
climaticas con respecto a las poblaciones de hongos y el porcentaje de moho en el
pedunculo. En este resumen se muestra unicamente aquellas en las cuales se
obtuvo un R? ajustado igual o mayor a 0,6, de acuerdo con el analisis de

regresion.

De un total de 630 regresiones para cada finca, solamente diez en
Sarapiqui (1,6%) y una en Puntarenas (0,2%) presentaron el mejor ajuste con un
R? mayor a 0,6. De estas, en Sarapiqui la precipitacién acumulada dos y tres
semanas antes de la cosecha fue la variable climatica que presentd la mejor
relacion con respecto a las poblaciones de hongos en la cascara de la fruta recién
cosechada y después de 22 dias de almacenamiento. En Puntarenas, también la
precipitacion acumulada dos semanas antes de la cosecha, fue la variable que
presentd la mejor relacion con respecto a las UFC/mL de hongos en la suspension

de cascara después de 22 dias de almacenamiento.

Las otras variables que presentaron un buen ajuste en Sarapiqui fueron, la
diferencia entre temperatura maxima y minima (AT) y la velocidad del viento dos
semanas antes de la cosecha, al relacionarlas con el porcentaje de moho en el
pedunculo al finalizar el almacenamiento. Asimismo, la temperatura maxima (T
max) dos y tres semanas antes de la cosecha presentd un buen ajuste, al
relacionarla con las UFC/mL de hongos en la cascara después de 22 dias de

almacenamiento.
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Cuadro 7. Resumen de las variables climaticas con mayor ajuste en el analisis de
regresion entre las condiciones climaticas previo a la cosecha de la fruta y
las poblaciones de hongos y desarrollo de moho en el pedunculo.

2

Finca Variable en fruta Variable climatica sEmanpsantes: Valerde . R
de cosecha p ajustado

% moho en el AT (°C) 2 0,0011 0,64
pedl:lnCUIO Sp22d Viento {km{h} 2 0,0019 0,6
UFC/mL céasc SP Precipitacion acumulada 2 0,0002 0,73
s (mm) 3 0,0014 0,62
ipitacio 2 0,0019 0,64

Sarapiqui  UFC/mL cdscSP22d PrEcipitadBi sicamulags
(mm) 3 0,0007 0,71
Precipitacio 2 0,0019 0,6

UFC/mL casc P cosecha recipitacion acumulada
(mm) 3 0,0013 0,63
2 0,0022 0,63

UFC/mLcascP22d T max (°C)

3 0,0002 0,79

—— Precipitacion acumulada
UFC/mL cascSP 22 d (mm) 2 0,0011 0,68

En las figuras 22 a 25 se observa la tendencia en la dispersiéon de los datos
de las poblaciones de hongos y el porcentaje de moho en la fruta en funcién de las
variables climaticas con el mejor ajuste indicadas en el cuadro 7. Ademas, se
presenta la ecuacion respectiva obtenida de acuerdo con el andlisis de regresion

lineal.

En la mayoria de las variables, la relacion fue positiva, es decir, a medida
que aumentd la precipitacion, el AT y la velocidad del viento, aumentd el
porcentaje de moho y las poblaciones de hongos en la cascara, mientras que en la
zona de Sarapiqui (Figura 25), se presentd una relacion negativa entre la

temperatura maxima durante dos y tres semanas previo a la cosecha y las

68



poblaciones de hongos en la cascara de fruta procesada a los 22 dias de

almacenamiento.
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Figura 22. Regresion lineal para la variable climatica que present6é la mejor relacion con
respecto a las UFC de hongos/mL en la cascara de fruta sin procesar (SP),
de la finca de Puntarenas.
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Figura 23. Regresiones lineales para las variables climaticas que presentaron la mejor
relacion con respecto al desarrollo de moho en el pedinculo de fruta sin
procesar (SP), de la finca de Sarapiqui.



450.000 -

400.000

 350.000 |
g 300000 -
2 250.000 -

S 200,000

£ 150000
o

5 100.000

50.000

0

¢ CascSPoosecha  ——Lineal (Casc SP cosecha)

¥=399,69- 13024

0 100 100 300 400 500 600
Precipitacién {mm) 3 semanas

& CiscSP22d  ——Lineal (Casc SP 22 )

| . y=1062.7x-24165 &

0 50 100 150 100 250 300 350

Precipitacion [mm| 2 semanas

240000 |

210000 +

70

& CascSPeosecha  —— Lineal (CascSP cosechaj

y=57434 79818 @

450.000 -
400.000 +

T 350.000

< 300.000 -
@ i
2 250.000
- i
< 200.000 -

E

0

5 150.000
% 100.000 -
50.000

50 00 150 200 250 300 350

Precipitacion [mm) 2 semanas

# CascSP22d  ——Lineal {CascSP 21 d)

yoE0NAG  ¢

1]

Precipitacion (mm] 3 semanas

Figura 24. Regresiones lineales para las variables climaticas que presentaron la mejor
relacion con respecto a las poblaciones de hongos en la cascara de fruta sin
procesar (SP) de Sarapiqui, recién cosechada y después de 22 dias de

almacenamiento.
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almacenamiento.
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DISCUSION
1. Poblaciones de hongos, levaduras y bacterias

En el presente trabajo, las altas poblaciones de hongos recuperadas en el
pedunculo de la fruta, entre mayo y agosto de 2012 en Puntarenas y de abril a
julio de 2012 en Sarapiqui luego de 22 dias de almacenada, son un buen
parametro para explicar la mayor incidencia y severidad de moho obtenida en
esos meses. Este mismo patron se observd entre enero y marzo de 2013 en
Sarapiqui, donde se obtuvo un incremento en las poblaciones de hongos en el
pedunculo de fruta procesada y sin procesar y como consecuencia de ello,

también tendi6 a incrementar la incidencia y severidad de moho.

Las poblaciones de hongos que se obtuvieron en el pedunculo de fruta
recien cosechada no reflejaron la tendencia en los valores de incidencia vy
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 metodologia utilizada, tuvieron la capacidad de crecer y
esporular rapidamente en el pedunculo y desarrollar cantidades importantes de
moho, como respuesta a las practicas 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 vitro realizadas en el
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presente trabajo (Figuras 20 y 21), donde Penicillium purpureogenum, P.
diversum, Talaromyces calidicanius y Aspergillus aculeatus, presentaron una
mayor velocidad de crecimiento que los hongos Fusarium proliferatum y Fusarium
sp., e igualmente se observé 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™' con diferentes cepas y niveles de in6culo del hongo
Penicillium expansum y por su parte, Morales et al. (2008), concluyeron que la
influencia de la cantidad de in6culo 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 pina, donde existe una diversidad de microorganismos presentes en el
pedunculo, es importante la identificacion de los géneros o especies
prevalecientes en este tejido, o bien, identificar los organismos presentes en la
cascara, el cual fue un tejido con pocas variaciones entre las poblaciones vy
especies medidas al momento de la cosecha y luego de 22 dias de
almacenamiento. La oportuna identificacion de estos microorganismos permite
desarrollar medidas especificas de manejo, de acuerdo con el iipo de organismos
presente, la cual es una estrategia comunmente sugerida en los programas de

manejo integrado de enfermedades (Tewari 2002, Narayanasamy 2006).

La estimacion de las poblaciones de hongos presentes en la fruta sin

procesar cuando ingres6 a la empacadora, fue mejor en la cascara que en el

73



pedunculo, debido a que en ese tejido de ambas regiones estudiadas, se registro
poblaciones mayores a 1 UFC/mL, lo cual permiti6 observar los incrementos o
disminuciones durante el ano de estudio, y aunque no necesariamente los
aumentos en las poblaciones de hongos en la cascara coincidieron con una alta
incidencia y severidad de moho al finalizar el almacenamiento de la fruta, este
podria ser un parametro importante a medir para estimar la cantidad de inoculo
que llega a la empacadora y entra en contacto con el agua de lavado-desinfeccion,
la cera y las diferentes superficies con las que tiene contacto la fruta durante su

procesamiento poscosecha.

Barth et al. (2009), Prusky y Gullino (2010), resaltan la importancia de
conocer la carga de microorganismos con que ingresa la fruta a la empacadora, ya
que este inoculo en muchas ocasiones es una fuente importante de esporas de
diferentes tipos de hongos que causan pudriciones poscosecha y que, aunque los
tratamientos comunmente utilizados en la empacadora sean efectivos en la
reduccion del mismo, no lo eliminan completamente, como sucedié en el presente
estudio, donde el procesamiento poscosecha, no fue suficiente para evitar por
completo el desarrollo de moho en el pedunculo durante el afno de estudio

(Figuras 13 y 14).

La diferencia observada entre las poblaciones de hongos, levaduras y
bacterias en el pedunculo de fruta procesada y sin procesar, muestra el efecto
positivo de las practicas de manejo poscosecha en la reduccion de
microorganismos en esa zona del corte. En las fincas muestreadas, al igual que en

otras empacadoras de pifia de Costa Rica y otros paises, la desinfeccion 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 pedunculo, son practicas
comunes (MAG 2010, Garcia y Rodriguez 2011, Hu et al. 2011, Paull y Duarte
2011) y que pudieron influir en las diferencias encontradas durante la mayoria de
los muestreos, donde se obtuvo las poblaciones mas altas de microorganismos en

la fruta que no recibi6 estos tratamientos poscosecha.

En comparacion con el pedunculo, en la cascara 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
aplicacion de fungicida se realizé unicamente al pedunculo; ademas, estos
resultados mostraron que la desinfeccion con cloro no redujo las poblaciones de
microorganismos en la cascara lo suficiente, las cuales pudieron continuar
multiplicAndose y se mantuvieron en este tejido, hasta finalizar el periodo de

almacenamiento.

Aunque hubo poca disminucién de las poblaciones de hongos en la
cascara, como consecuencia de las practicas poscosecha empleadas en ambas
fincas, no fue evidente el desarrollo de moho en este tejido, mientras que en el
pedunculo, con poblaciones iguales o menores que las de cascara, cuyos valores
maximos 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 cascara, posiblemente debido a que el corte del pedunculo es
una herida en la fruta a partir de la cual pueden fluir sustancias nutritivas, entre

estas los azucares (Paull y Reyes 1996), los cuales son abundantes en este tejido,
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en comparacion con la cascara, en la cual se ha encontrado como maximo 3% de
soélidos solubles, mientras que en los tejidos internos de la fruta se ha obtenido
promedios entre 13% y 17% de sélidos 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 cascara
de la pifa 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 patégenos (Bocco 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 aun con las poblaciones

recuperadas, no se obtuviese desarrollo de moho en este tejido.

Si bien, no se observd efecto del crecimiento de bacterias y levaduras en el
pedunculo, las poblaciones de estos microorganismos presentaron variaciones a
lo largo del ano y en general, como se observo en los cuadros 1y 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 microbiolégica presente tanto en el pedunculo como en la
cascara. De las levaduras identificadas mediante analisis molecular, de la unica
gue podria observarse facilmente el crecimiento en el pedunculo, seria
Rhodotorula mucilaginosa, debido a que las colonias presentan una coloracion
rojiza que las hace evidentes y que pudo estar relacionada con el desarrollo de
colonias redondeadas de color rojizo observadas en el pedunculo luego de 22 dias

de almacenamiento de la fruta, en los muestreos de julio de 2012 en Sarapiqui y
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setiembre, octubre y noviembre de ese mismo afo en Puntarenas, y que no

cubrieron mas del 5% de la superficie de ese tejido.

R. mucilaginosa y diferentes especies del género Candida, han sido
senaladas como levaduras con potencial para el control bioloégico 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 recuperd R. mucilaginosa y una levadura que
correspondié con la secuencia molecular de C. fukuyamaensis, los cuales son
microorganismos con potencial para su evaluacion como controladores biolégicos
poscosecha en pifia, sin embargo, se debe tomar en cuenta que otros trabajos
realizados por Korres et al. (2010), también informan que el género Candida
podria estar relacionado con la maduracion prematura y fermentacion de frutos de
pifia, en asociacion con otros microorganismos como Klebsiella sp.,
Saccharomyces sp. y Kloeckera sp., razon por la cual seria conveniente
desarrollar investigacion que permita determinar si estas levaduras podrian tener
potencial como controladores biolégicos en pifa o por el contrario, son patégenos

que afectan el fruto.

Debido a la diversidad de microorganismos que pueden colonizar los tejidos
del fruto de pifa, se debe considerar que, aunque en algunos casos particulares
como en el pedunculo de fruta procesada y sin procesar de Sarapiqui, no se
obtuvo diferencias estadisticas en las UFC recuperadas (Cuadro 1), las diferencias

en el promedio de hasta miles de UFC, podrian ser importantes a nivel biologico,
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debido a una disminucion de la cantidad de inéculo con potencial para desarrollar
moho en la fruta procesada durante el almacenamiento, mostrandose de esta

forma la efectividad del procesamiento poscosecha aplicado en esta empacadora.

Una situacion similar a nivel estadistico, ocurri6 con las poblaciones de
levaduras y bacterias en el pedunculo de fruta recién cosechada de Puntarenas,
donde se obtuvo poblaciones mas altas durante el afo de estudio en fruta sin
procesar, lo cual muestra que el procesamiento poscosecha afectd de manera
importante a estos microorganismos, mientras que en la cascara de la fruta de
Sarapiqui ocurrio lo contrario, y se obtuvo un promedio mayor de UFC en la fruta
que recibio los tratamientos poscosecha, lo cual podria sugerir que practicas como
el encerado y la aplicacion de fungicida, fomentan el crecimiento de estos
microorganismos, ya sea porque segun el tipo de cera utilizada, esta se podria
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 desinfeccion y cada una de las superficies con que entra
en contacto la fruta pueden ser una fuente de indculo de los patégenos que
causan el desarrollo de mohos y pudriciones poscosecha. Al comparar las
poblaciones de hongos en el agua de lavado y desinfeccion y en cera (Figura 1),
se observé que la cera constituye una fuente mayor de indculo para el pedunculo
de la fruta en comparacion con el agua, esto posiblemente debido a que el sistema
de aplicacion de las ceras en pifa requiere de una recirculacion de la misma,

debido al costo econdémico de este insumo, lo que podria favorecer que con el
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transcurso del proceso se acumulen propagulos de diseminacion que podrian
quedar depositados en el pedunculo de la fruta durante su aplicaciéon. Las
poblaciones en la cera obtenidas en el presente estudio (Cuadro 1), fueron
mayores que el nivel critico para el desarrollo de moho, definido por Lépez (2012)
para los géneros Trichoderma, Penicillium, Aspergillus y Fusarium, donde hubo
crecimiento de moho e incremento en la cantidad que se desarrolld en el
pedunculo, 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, podrian deberse a
las concentraciones de cloro en el agua de lavado-desinfeccion de las pilas, que
como se indico anteriormente, es un tratamiento cominmente utilizado en pifa
(MAG 2010, Garcia y Rodriguez 2011) y que en el presente estudio se registré en

concentraciones entre 150 a 180 ppm de cloro libre durante todos los muestreos.

En los muestreos realizados en las camaras de enfriamiento vy
almacenamiento, se observé que el aire de las mismas contiene esporas de
hongos que por el mecanismo de recirculacion del aire de enfriamiento podrian
alcanzar la superficie del pedunculo y dependiendo de la especie presente,
contribuir al desarrollo de mohos. Ademas, las poblaciones de hongos mas aitas
durante todos los muestreos en la zona de Sarapiqui, en comparacion con las de
Puntarenas, podria deberse a diferencias en los protocolos de limpieza de las
camaras en ambas fincas y a que la finca de Sarapiqui procesa mayores
volumenes de fruta durante el ano, lo cual podria aumentar la presion de esporas

de hongos en el aire de las camaras.
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Morales et al. (2008 y 2010) informan que con la adecuada limpieza y
desinfeccion de las plantas empacadoras y de las camaras de enfriamiento y
almacenamiento de manzana, se logré disminuir significativamente el nivel de
in6culo y la incidencia de fruta con moho causado por Penicillium expansum.
Ademas, trabajos realizados en este mismo cultivo por Amiri y Bompeix (2005),
mostraron una relacion directa entre la cantidad de esporas por m® en el aire de
las camaras de almacenamiento y la densidad de esporas del género Penicillium
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 desinfeccion de
la planta empacadora y las camaras de enfriamiento en pifia son aspectos que
deberian tomarse en cuenta para disminuir la posibilidad de que posterior a la
aplicacion de cloro y fungicida, lleguen esporas de hongos al pedunculo, que

podrian causar el desarrollo de mohos en poscosecha.

2. Analisis de frecuencia y pruebas de crecimiento

En el analisis que tomo6 en cuenta todas las muestras procesadas (Figura
19), se destacd con mayor frecuencia los géneros Penicillium, Talaromyces y el
grupo de hongos de micelio blanco y oscuro, a la vez, los resultados muestran una
diversidad de microorganismos que podrian contribuir al desarrollo de moho en el

pedunculo.

Sin embargo, al analizar unicamente las poblaciones de fruta procesada,

destacan los géneros Penicillium, Talaromyces y el grupo de hongos de micelio

80



blanco como los principales microorganismos recuperados posterior a la
desinfeccion con cloro y la aplicacion de fungicida, lo que los define como un
grupo critico y el manejo del indculo de estos microorganismos en particular, es
importante si se desea lograr un mejor control de los mohos poscosecha en el

pedunculo.

La alta frecuencia en las diferentes fases de procesamiento, el rapido
crecimiento in vitro y la recuperacion en fruta procesada, tanto recién cosechada,
como después de 22 dias de almacenamiento, permite considerar que especies
como Penicillium purpureogenum, P. diversum y el grupo de hongos de micelio
blanco, son microorganismos que pueden permanecer en el pedunculo de la fruta
e incrementar su crecimiento cuando la pifia es colocada en anaqueles en el
mercado destino, a temperaturas de 18 T o mayores, o cuando por alguna
situacidon en particular se eleva la temperatura durante el almacenamiento y
transporte, ya que la mayoria de especies del género Penicillium tienen su rango
optimo de crecimiento entre 18 T y 30 T (Martinez 2003, Plaza et al. 2003, Baert

et al. 2007, Gougouli y Koutsounamis 2010).

El género Penicillium se encuentra entre los hongos mas importantes
informados como patogenos en pifa (Malins 1991, Mitra 1997, Hui et al. 2006) y
gue reviste importancia para el ser humano, debido a la produccion de altas
cantidades de micotoxinas en algunas especies (Martinez 2003, Barkai-Golan
2008). Mourichon (1998) y Bartholomew et al. (2003) informan que la especie
Penicillium funiculosum se encuentra directamente asociada con la enfermedad

conocida como pudricion de los fruticulos en algunas variedades de pifa, lo cual
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muestra que es un organismo importante en este cultivo. Asi mismo, el género
Talaromyces que corresponde al teleomorfo del género Penicillium, es un hongo
poco comun en frutas frescas y algunas especies son causantes de mohos en
jugos y otros productos alimenticios procesados (Beuchat 1988, King 1997,
Voldrich et al. 2004), sin embargo, en el presente trabajo se recuperé
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 pifia y acumularse en la cera,
por lo que eventualmente podria contribuir con el desarrollo de moho en el

pedunculo.

El género Fusarium, recuperado con frecuencia en el pedunculo y cascara
de ambas zonas, es un patdégeno importante del cultivo de pifa, que también
puede colonizar los diferentes tejidos de la planta (Snowdon 2000, Jacobs et al.
2010, Stepien et al. 2011a, Stepien et al. 2011b, Stepien et al. 2013), y que tiene
la capacidad para desarrollar moho en la fruta, sin embargo, en las pruebas de
crecimiento se encontré una diferencia importante en la velocidad de crecimiento
con respecto a hongos como Penicillium y Aspergillus, los cuales en seis dias
lograron cubrir entre un 60% y 80% de la superficie de la placa Petri, mientras que
ninguna de las especies de Fusarium cubri6 mas del 10% de la misma, lo que
muestra un mayor potencial de géneros como Penicillium y Aspergillus como
posibles causantes de mohos en el mercado destino, por lo que seria importante
realizar pruebas de inoculacion con estos microorganismos en fruta y
almacenarlas a las temperaturas que se utilizan comercialmente en pifia, para

corroborar si este comportamiento observado in vitro se mantiene.
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No se encontré informacion de otras investigaciones que citen como
patégenos en pifa, los demas 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 sefalados como
patogenos en diversos cultivos tropicales como papaya, mango y banano (Alvarez
y Nishijima 1987, Gonzalez 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 caracteristicas de alta produccién 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 pedinculo de la pifa.

Aunque la caracterizacion 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
podrian tener un impacto en el desarrollo de moho en el pedunculo, sin embargo,
se requiere desarrollar investigacion que permita determinar si el impacto es
positivo o negativo y de ser beneficioso, estas podrian ser utilizadas para el control

biologico de mohos en pina.

Wickerhamomyces anomalus, anteriormente conocida como Pichia
anomala (Kurtzman 2011, Passoth et al. 2011), fue la levadura mas frecuente en
el pedunculo y cascara de ambas fincas, en cantidades incluso superiores al

género Penicillium, y a pesar de la alta frecuencia, no se asocié con ninguna
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sintomatologia 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 biologico precosecha y poscosecha de hongos como Penicillium spp.,
Botrytis cinerea y Colletotrichum gloeosporioides en los cultivos de manzana,
citricos y papaya (Fredlund et al. 2002, Friel et al. 2007, Haissam 2011, Izgu et al.
2011, Walker 2011, Platania et al. 2012, Lima et al. 2013), por lo tanto, este podria
ser un microorganismo sobre el cual enfocar estudios posteriores para el control

biologico de los hongos causantes de moho en el pedunculo.

3. Influencia de las variables climaticas

La influencia del clima sobre el desarrollo de patégenos 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 duracién 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 analisis de regresion realizado en el
presente trabajo no permitié establecer una influencia significativa del clima sobre
las poblaciones de hongos en la fruta y el desarrollo de moho en el pedunculo, ya

que un bajo porcentaje de las regresiones presentd el mejor ajuste con un R’

mayor a 0,6.
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El corte del pedunculo, en donde crece el moho poscosecha, es una
superficie no expuesta al ambiente durante el desarrollo de la fruta en el campo, lo
que podria explicar en parte, el bajo grado de relacion entre las variables
climaticas analizadas y el desarrollo de moho en este tejido, donde solamente la
velocidad del viento y el AT (T), dos semanas antes de la cosecha, presentaron
una influencia significativa sobre el crecimiento de moho en el pedun'culo.
Ademas, se debe tener en cuenta que las diferentes practicas poscosecha
modifican significativamente las poblaciones de microorganismos provenientes del
campo, lo que hace aun mas dificil encontrar una relacion matematica significativa

entre el clima y el desarrollo de moho poscosecha en la pifa.

Asi mismo, el clima tiene influencia sobre el inéculo 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 explicaria el mejor ajuste obtenido en las poblaciones
de hongos en la cascara, en funcion de la precipitacion acumulada dos y tres
semanas antes de la cosecha, ya que al aumentar la precipitacién en ese periodo,
se generan condiciocnes de alta humedad y mojadura en la superficie de la fruta

que podrian favorecer el incremento de las poblaciones de hongos registradas en

la cascara.

La finca de Sarapiqui fue la que presentd una mayor cantidad de
regresiones  significativas, donde al incrementarse la precipitacion dos y tres
semanas antes de la cosecha, aumentaron las poblaciones de hongos en la
cascara, posiblemente debido a que es una zona donde se registra una

precipitacion mensual acumulada igual o mayor a 100 mm durante todos los
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meses del afo (Anexo 1), mientras que en Puntarenas, practicamente la mitad de
los meses del ano 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 climatica sobre las poblaciones de microorganismos en la

superficie de la fruta.

Un ejemplo de la influencia del clima sobre la diseminacion 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™' para lograr un efectivo transporte
de los conidios de este hongo, y en pifia, 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
precipitacion sobre la cantidad de inéculo de Penicillium funiculosum 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 investigacion, sin embargo, futuros trabajos mas
detallados, podrian concluir con mayor certeza si el clima tiene un efecto directo

sobre el desarrollo de mohos poscosecha en frutos de pifa.

No se obtuvo un alto porcentaje de variables climaticas que se relacionen
directamente con las poblaciones de hongos en la fruta y el desarrollo de moho en
el pedunculo, sin embargo, no se debe desestimar el efecto que ejerce el clima
sobre las poblaciones de microorganismos causantes de mohos u otros problemas
patologicos en la fruta luego de cosechada, ya que el aumento del inéculo de los

mismos durante su desarrollo en el campo, podria 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 demas superficies con las que tiene contacto la fruta
durante su procesamiento poscosecha, lo cual favorece que dichas esporas
alcancen la superficie del pedunculo y ocurra posteriormente el desarrollo de

moho.

4. Consideraciones finales

Aunque las practicas de manejo poscosecha como la desinfeccion de la
fruta en agua con cloro y la aplicacién 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 frio y, practicas como el encerado de la fruta y la
inadecuada limpieza de las camaras de enfriamiento, podrian contribuir al
desarrollo de mohos en el pedunculo, causado principalmente por las especies P.
purpureogenum, P. diversum y el grupo de hongos de micelio blanco, recuperados
con alta frecuencia en fruta procesada y que, ademas mostraron una alta
velocidad de crecimiento a 18 T, temperatura a la que la fruta deberia 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 pedunculo causa pérdidas de
fruta importantes, a partir de la informacion 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
biolégico 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
organicas que podrian ser utilizadas en poscosecha, disminuyéndose de esta
manera el uso de fungicidas sintéticos, los cuales cada vez tienen mas
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 disminucion del in6culo 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, busqueda de alternativas para
evitar que la cera acumule cargas importantes de microorganismos o bien,
tratamientos que permitan eliminarlos y ademas, lograr un mantenimiento
adecuado de la cadena de frio durante el almacenamiento y transporte, para evitar
que la fruta sea expuesta a temperaturas que permitan el rapido crecimiento de los

hongos causantes de mohos.
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CONCLUSIONES

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, rapido crecimiento in vitro y se

observo su crecimiento en el pedunculo.

La cascara y el pedunculo de la pifia son sustratos para diversas especies
de hongos como P. purpureogenum, P. diversum, P. citrinum/P.
griseofulvum, Talaromyces calidicanius, Fusarium proliferatum, Aspergillus
aculeatus, y algunas otras especies que también fueron recuperadas en las

distintas fases de procesamiento poscosecha.

Las poblaciones de hongos en la fruta y en las distintas fases de
procesamiento presentaron variaciones durante el afno de estudio y en las
mediciones realizadas en el pedunculo de la fruta después de 22 dias de
almacenamiento, coincidié el aumento en las poblaciones de hongos con el

incremento en la incidencia y severidad de moho en ese tejido.

La carga microbiologica del agua de las pilas de lavado y desinfeccion de la
fruta fue baja y esta no es una fuente de in6culo significativa de los hongos

causantes de moho.
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En ambas zonas, la recirculacion de la cera, favorecio la acumulacion de
cargas significativas de hongos, que durante el procesamiento comercial de

la fruta, podrian contribuir al desarrollo de moho en el peduinculo.

Las esporas de los hongos recuperadas en el aire de las camaras de
enfriamiento pueden ser una fuente de in6culo para el desarrollo de moho

en el pedunculo.

El procesamiento poscosecha empleado por ambas fincas disminuyé
significativamente las poblaciones de microorganismos en el pedunculo, sin
embargo, no siempre fue suficiente para evitar la aparicion de moho al

finalizar el periodo de almacenamiento.

Las levaduras y bacterias fueron microorganismos frecuentes en el
pedunculo y la cascara y contribuyeron significativamente a la carga

microbioldgica de la fruta.

Solamente un bajo porcentaje de las variables climaticas analizadas
presentd una relacion significativa con respecto a las poblaciones de
hongos en la fruta y el porcentaje de moho en el pedinculo y entre estas,

la precipitacion acumulada dos y tres semanas antes de la cosecha fue la

90



91

que mostréo una mejor relacion con respecto a las poblaciones de hongos

en la cascara.

10- Las poblaciones de hongos en la cascara y el porcentaje de moho en el
pedunculo de fruta sin procesar, presentaron una mayor relacién con las

variables climaticas en la fruta de Sarapiqui, que en la de Puntarenas.



1-

RECOMENDACIONES

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 organicas como extractos vegetales, agentes de control
biolégico o bien, nuevas formulaciones de fungicidas existentes en el

mercado y aprobadas para su uso en el mercado destino.

Es importante desarrollar investigacion que permita determinar la
presencia y cuantificar el inéculo de los principales hongos causantes de
mohos en las diferentes fases de procesamiento, para lo cual se podria
explorar la posibilidad de utilizar técnicas como el PCR en tiempo real o
muestreos del aire de las camaras de enfriamiento, a través de
muestreadores de aire electronicos, lo cual podria facilitar un diagnostico

rapido y preciso.

Continuar con investigaciones que permitan determinar si las levaduras
y bacterias mas frecuentes recuperadas en el presente estudio podrian
ser agentes de control biologico de los hongos causantes de mohos en
pifa, 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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Para los hongos recuperados con mayor frecuencia en el presente
estudio, seria pertinente evaluar la sensibilidad in vifro a los principales
fungicidas utilizados actualmente para el control de mohos en pina o

para las nuevas moléculas.

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

fungistaticas o fungicidas o bien, la pasteurizacion de este insumo.

Se considera importante que las empacadoras de pifia mantengan un
adecuado programa de limpieza de las instalaciones, entre estas, el
area de recibo, empaque y camaras de enfriamiento, y de las diferentes
superficies con las que tiene contacto la fruta durante su procesamiento,
para disminuir la cantidad de inoculo de hongos que podria tener

contacto con la fruta.
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ANEXOS

ANEXO 1. Precipitacion mensual acumulada (mm) desde 2011 hasta marzo de 2013 en
las fincas de Puntarenas (A) y Sarapiqui (B).

Pracipitacién (mm)

800 -

700

500 —

400

300 —

200
100

—=2011 —W=2012 =4=2013

En Feb Mar Abr May Jun Jul Ag Set Oct Nov Dic
Mes

Precipitacién (mm)

—=2011 —8=2012 —4—2013

B
800
700
600 A
\
m -
300
200
100 ¥

En Feb Mar Abr May Jun Jul Ag Set Oct Nov Dic
Mes

ANEXO 2. Promedio mensual de temperatura (T) desde 2011 hasta marzo de 2013 en
las fincas de Puntarenas (A) y Sarapiqui (B).
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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 Sarapiqui (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 Sarapiqui (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 Sarapiqui (datos sin transformar).

2012 2013
Muestra Unidad Abril Mayo Junio Julio Agosto Setiembre Octubre Noviembre Diciembre Enero Febrero Marzo
Agua 0 0 0 1 0 0 0 1 0 0 1 0
Cera 3.333 0 14.000 25.333 32.000 17.333 0 33.333 16.000 667 5.333 6.000
CascP 48.000 0 90.864 53.000 59.800 44.400 47.200 152.400 128.400 1.800 36.400 24.400
Casc SP 21.667 25.200 143.487 48.400 88.250 11.600 150.000 220.000 179.800 1.600 84.400 117.000
CascP22d UFC/mL 58.000 49.100 202.000 38.000 27.800 54.000 176.000 274.000 24.000 8.000 154.000
CascSP22d 88.000 291.800 102.000 134.000 8.400 96.000 382.000 430,000 0 108.000 60.000
Corte P 0 0 25 0 0 200 0 0 0 0 0 0
Corte SP 5.000 0 7 200 0 1.600 2.000 400 0 0 0 0
Corte P 22d 96.000 * 127.100 42.000 2.000 400 22.000 0 0 6.000 430.000 378.000
Corte SP 22 d 190.000 * 52.727 78.000 128.000 12.000 300.000 86.000 20.000 158.000 292.000 160.000
Camara UFC/placa 6 4 18 10 19 4 1 4 8 13 2 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).

2012 2013
Muestra Unidad Abril Mayo Junio Julio Agosto Setiembre  Octubre  Noviembre Diciembre Enero Febrero Marzo
Agua 0 7 0 49 0 0 1 1 1 1 16 2
Cera 3.000 5.333 16.667 2.667 4,375 2.000 7.500 667 704 1.333 1] 11.333
CascP 16.845 54.000 43.000 28.800 18.400 14.667 21.400 10.000 32.600 1.200 1.600 123,800
Cdsc SP 6.069 440.000 37.200 51.200 83.000 72.600 132.800 15.000 35.600 4.400 6.000 94,400
CascP22d UFC/mL 0 166.000 44,000 136,000 * 162.000 248.000 30.000 80.000 1.182.000 112.000 166.000
CascSP22d 2.000 120.000 172.000 168.000 i 36.000 1.106.000 36.000 136.000 16.000 228.000 12.000
Corte P 3.280 22.000 0 200 0 0 0 0 0 200 0 0
Corte SP 6.429 0 400 1.000 600 0 ] 0 1.000 400 0 400
CorteP22d 0 70.000 68.000 8.000 % 0 30.000 0 0 0 2.000 0
Corte SP 22 d 14.000  250.000 226,000 10.000 * 44,000 30.000 34.000 92.000 70.000 12.000 62,000
Camara UFC/placa 1 2 1 3 0 1 0 1 2 0 0 1




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 Sarapiqui (datos sin transformar).

2012 2013
Muestra Unidad Abril Mayo Junio Julio Agosto  Setiembre  Octubre Noviembre Diciembre Enero Febrero Marzo
Agua 0 0 3 6 0 0 0 0 0 0 0 0
Cera 12.000 14.000 134.667 126.667 0 667 0 0 0 0 667 5.333
CéascP 28.000 7.200 15.400 31.600 2.000 1.200 9.600 11.200 10.000, 14.800 7.800 16.000
Casc SP 121.667 27.200 27.087 36.600 12.500 4.400 600 22.000 9.800 4,200 34,200 3.800
CascP 22d UFC/mL 140.000 200.800 458.000 396.000 10.800 314.000  1.524.000 88.000 154.000 60.000 32.000
CascSP 22d 68.000 38.700 16.000 88.000 2.200 28.000 222.000 26.000 4.000 80.000 2.000
Corte P 0 4.200 69 600 0 0 0 0 0 200 400 1.800
Corte SP 10.000 10.200 5.953 63.800 2.750 22.600 2.000 400 5.600 3.600 25.000 43,200
Corte P 22d 192.000 * 113.700 550.000 42.000 0 2.000 154.000 0 36.000 752.000 200.000
Corte SP 22 d 1.738.000 * 346.818  4.252.000 874.000 15.400 1.092.000  1.368.000 960.000 240.000 794.000 998.000
Camara UFC/placa 7 8 7 3 % 1 i 1 0 6 7 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).

2012 2013
Muestra Unidad Abril Mayo Junio Julio Agosto Setiembre ~ Octubre  Noviembre Diciembre Enero Febrero Marzo
Agua 17.895 1.713 0 77 ] ] 0 0 1 0 2 24
Cera 1.342.000 46.000 6.667 215.333 13.125 3.333 625 0 2.000 0 2.000 0
Casc P 117.260 72,000 23.600 21.400 87.600 8.833 17.200 21.000 12,200 1.000 7.000 18.000
Casc SP 242.644 1.198.000 36.200 83.200 60.800 6.800 8.000 14.000 6.400 600 14.400 49.000
Casc P Final 18.000  360.000 492.000 236.000 o2 352.000 424.000 398.000 676.000 436.000 448.000 222.000
Casc SP Final 52,000 340.000  112.000 228.000 * 74.000  1.702.000 84.000 64.000 62.000 102.000 354,000
Corte P 52.227 0 200 1.400 3.200 250 0 0 0 0 0 0
Corte SP 16.674 2.000 84.000 25.200 34.800 2.600 13.800 1.500 6.400 4.000 15.800 2.400
Corte P Final 4.000  690.000 516.000 998.000 ’ 1.012.000 242.000 792.000 0 98.000 110.000 110.000
Corte SP Final 108.000  648.000  234.000  6.504.000 *  6.784.000 4.986.000  1.488.000 736.000  5.092.000 340.000 950.000
Camara 2 1 1 5 2 2 2 4 4 2 9 1






