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RESUMEN

El desarrollo de mohos en el pedinculo
de la pifia de Costa Rica, es uno de los proble-
mas poscosecha mds importantes que conlleva
al rechazo de la fruta en el mercado destino. El
objetivo de esta investigaciéon fue evaluar las
poblaciones de los hongos causantes de mohos
en el pedunculo de la pifia, en diferentes fases de
procesamiento poscosecha, mediante muestreos
mensuales durante un afio de produccién en 2
zonas. Ademas, se realizé la identificacion mor-
folégica y molecular de los hongos mds frecuen-
tes. Se cuantificd, in vitro, el nimero de unidades
formadoras de colonias (UFC) en el agua de des-
infeccion, la cera, el aire de las camaras de alma-
cenamiento y en el pedinculo y la cdscara de la
fruta, sin procesar (SP) y procesada (P) con los
tratamientos comerciales de las fincas. Ademas,
se evalud la incidencia y severidad de moho en el
pedinculo. Hubo variaciones en las poblaciones
de hongos en todas las fases de procesamiento y
en la fruta, con valores mds altos en la cera que
en el agua de desinfeccion. En el pedinculo de
fruta SP se obtuvo poblaciones mds altas que en
fruta P, lo cual coincidi6é con mayores porcentajes
de moho al finalizar el almacenamiento. En las
cdmaras de enfriamiento también se recuperd
esporas de hongos, que podrian ser una fuente
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ABSTRACT

Populations and identification of fungi
causing postharvest molds, on pineapple
peduncles in two regions in Costa Rica.
Pineapple peduncle mold is an important
postharvest problem in Costa Rica and it causes
fruit rejection. The objective of this study was to
identify and quantify the most important fungi in
different postharvest phases. Monthly samplings
were performed during one production year in
2 regions of Costa Rica. The main genera of
fungi were identified and characterized at the
molecular level. The colony forming units (CFU)
were determined in disinfection water, wax,
cooling rooms air and in the peel and peduncle
of fruits before (NP) and after (P) processing
with the common postharvest treatments of the
farms. Fruits were stored in cooling rooms during
22 days and at the end incidence and severity of
peduncle molds were evaluated. During the year,
changes in fungi populations were observed in all
postharvest phases and in the fruits, with higher
populations in wax than in disinfection water.
Fungi population and molds were higher in the
peduncle of NP fruits as compared with P fruits,
coincident with larger mold populations at the
end of storage. Fungi recovered in the cooling
rooms air could also be a source for peduncle
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de indculo para el desarrollo de moho. Los prin-
cipales hongos identificados fueron Penicillium
purpureogenum, P. diversum y Penicillium sp.,
los cuales presentaron alta esporulacién in vitro
y crecimiento en el pediinculo. Ademads en dife-
rentes puntos del proceso como el encerado y el
enfriamiento, en los que se capturaron esporas,
la fruta podria ser contaminada, por lo que se
considera importante la adecuada limpieza de
las camaras de enfriamiento, asi como evitar
que la cera acumule poblaciones importantes de
microorganismos.

INTRODUCCION

El cultivo de pifa (Ananas comosus L.)
como monocultivo a gran escala se inici6 a fina-
les de 1970 en el sur de Costa Rica y una de las
variedades mds utilizada ha sido la Dorada Extra-
dulce. Esta actividad se expandié rdpidamente
durante los ultimos 10 afios en el Caribe y el
Norte del pais, alcanzando un drea de aproxima-
damente 43 000 a 45 000 has y con una expor-
tacion a Europa y Estados Unidos de 2 095 702
toneladas, lo cual generd en el 2014, un ingreso
para el pais de $874,1 millones (CANAPEP 2015,
PROCOMER 2015).

El desarrollo de moho en el pediinculo
u otros patdgenos que afectan el fruto de pifia,
causa pérdidas importantes para los productores,
debido al costo econémico de los reclamos por
parte de los clientes y la devolucién de los con-
tenedores (Wills et al. 1998, Barquero 2010). En
la mayoria de las ocasiones, los sintomas debido
a este tipo de dafio no son visibles al momento
de la cosecha y se desarrollan cuando la fruta se
encuentra en el mercado destino (Dennis 1983,
Wills et dl. 1998).

En trabajos realizados en Costa Rica por
Barquero (2010), Lopez (2012) y Reyes (2012), se
recuper6 en el pediinculo de la pifia, los hongos de
los géneros Penicillium, Fusarium, Aspergillus y
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molds development. Penicillium purpureogenum,
P. diversum and Penicllium sp., were the main
fungi identified, with an in vitro high sporulation
rate and growing in the peduncle. Moreover,
different commercial practices, such as waxing
and cooling, where spores were captured, can
enhance the peduncle molds development, so it
is considered important the cleaning of cooling
rooms, as well as developing mechanisms to avoid
accumulation in wax of important populations of
microorganisms.

Trichoderma. Asi mismo, la especie Penicillium
Sfuniculosum fue el principal hongo aislado en
frutos de pifia producidos en Costa Rica y proce-
sados como fruto precortado en Espafia, donde se
estudi6 la influencia de las condiciones de empa-
que sobre la vida de anaquel bajo condiciones de
almacenamiento de 5°C y rangos de oxigeno de
11 a40% (Montero et al. 2008). En Hawaii, se tra-
bajo6 en la bisqueda de organismos para el control
biolégico del hongo Thielaviopsis paradoxa en
frutos de pifia y se encontrd los géneros Acre-
monium, Cephalosporium, Cladosporium, Fusa-
rium, Geotrichum, Gliocladium y Penicillium
como hongos presentes cominmente en el fruto y
que podrian estar relacionados con el desarrollo
de mohos en el pediinculo (Reyes 1999).

En cultivos como manzana, se ha encon-
trado que la contaminacién de la fruta con dife-
rentes especies del género Penicillium que causan
la pudricién de la misma, se da principalmente
durante el manejo poscosecha, y se indica que
con una densidad de aproximadamente 2500
esporas.m, se puede presentar el desarrollo de
pudriciones, principalmente si la fruta se alma-
cena bajo condiciones de alta humedad relativa
(Amiri y Bompeix 2005). En la investigacion
realizada por estos autores, la mayor densidad
de esporas en la superficie de la fruta coincidié
con la mayor densidad de esporas en la atmosfera
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de las camaras de almacenamiento, con valores
entre 4000 y 5000 esporas.m>.

Debido a que el desarrollo de mohos en
poscosecha es uno de los principales problemas
en la produccién de pifia en Costa Rica, se plan-
ted la presente investigacion, con el objetivo de
evaluar las poblaciones e identificar los hongos
causantes de mohos en el pedinculo de frutos de
pifia durante diferentes fases de procesamiento
poscosecha y determinar durante un afio de pro-
duccidn, si existe diferencia entre las poblaciones
de estos microorganismos en fruta procesada y
sin procesar, en 2 zonas de Costa Rica.

MATERIALES Y METODOS

El trabajo de investigacion se llevé a cabo
en 2 zonas productoras de pifia en Costa Rica:
cantén de Puntarenas en la provincia de Punta-
renas y cantén de Sarapiqui en la provincia de
Heredia. En cada zona se seleccioné una finca y
se realiz6 un muestreo mensual de abril de 2012
a marzo de 2013. Ambas fincas las administraba
la misma compaifiia y el manejo poscosecha de
la fruta fue semejante durante el desarrollo del
trabajo. En cada una, se selecciond las siguientes
fases del procesamiento de la fruta: recibo, lava-
do, encerado, empaque y enfriamiento.

El manejo poscosecha de la fruta en ambas
fincas consistié en un lavado de la fruta recién
cosechada en agua con cloro a una concentracién
entre 150 y 180 ppm, aplicacién sobre la fruta de
una mezcla de ceras compuestas por aceite de ori-
gen vegetal y dcidos grasos del glicerol y el sorbi-
tan, aplicacion de fungicida sobre el pedinculo y
empaque en cajas de cartén corrugado de aproxi-
madamente 12 kg. La periodicidad del cambio
del agua en las pilas de lavado fue en promedio
de 3 dias en Sarapiqui y 6 dias en Puntarenas y
en cada finca se conté con un programa mensual
de limpieza y desinfeccién de las cdmaras de
enfriamiento.

En cada finca, se seleccion6 para la toma
de muestras y frutas, las siguientes fases del pro-
cesamiento de la fruta: recibo, lavado, encerado,
empaque y enfriamiento.

Lavado y encerado

A partir del inicio del proceso de empaque,
se tomo 6 submuestras de 250 ml de agua en dis-
tintos puntos de la pila de lavado y desinfeccion
de la fruta, distribuidos de forma equidistante, los
cuales formaron una muestra compuesta, para un
total de 15 muestras compuestas, con un intervalo
de 15 minutos entre cada una.

En el punto de caida de la cera que se apli-
ca sobre la fruta, se tomd 6 submuestras de 250
ml de la cera para formar al igual que en el agua
una muestra compuesta de 1,5 1, a partir de la cual
se tomo un volumen de 40 ml y se colocé en un
tubo pléstico estéril. Estas se tomaron simultd-
neamente con las del agua de las pilas de lavado,
se colocaron en una hielera a una temperatura
entre 7°C y 10°C y se trasladaron al Laboratorio
de Tecnologia Poscosecha de la Universidad de
Costa Rica, donde se mantuvieron en una camara
de incubacion a 7°C previo a su procesamiento.

Para el aislamiento de los hongos a partir
de la cera, se utiliz6 el método de dilucion seriada
estandar con 3 diluciones (10-3) (French y Hebert
1980, Tortora et dl. 2007) y para las muestras
de agua no se realiz6 ninguna dilucién. A partir
de la dilucién final de cada muestra de cera, y
de las muestras de agua, se tomé 100 pul y se
distribuyeron uniformemente con ayuda de una
asa Digralsky, en una placa Petri con el medio de
cultivo papa dextrosa agar con 4cido lactico (PDA
+ Al) y se incubd a una temperatura de 22°C
durante 5 dias. Posteriormente, se contd el nime-
ro de unidades formadoras de colonias (UFC) de
hongos, para obtener el nimero de UFC.ml! de
la muestra original.

Recibo de fruta y empaque

En el area de recibo de fruta, se selecciond
una carreta con fruta recién cosechada y con cali-
dad 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 que se tomo al azar un total de 28 frutas previo
al inicio del procesamiento en la empacadora y 28
frutas procesadas con los tratamientos de lavado,
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seleccion, encerado y aplicacion de fungicida
y listas para empaque, en adelante designadas
como fruta sin procesar (SP) y fruta procesada
(P), respectivamente. Ambos grupos de frutas
provenientes de la misma carreta, se colocaron
en cajas pldsticas o de cartdn, se cubrieron con
papel kraft y fueron trasladadas al Laboratorio
de Tecnologia Poscosecha de la Universidad de
Costa Rica, donde se almacenaron en camaras
de enfriamiento bajo condiciones que simulan el
manejo comercial: 4 dias a 7°C, 1 hora a 18°C,
14 dias a 7°C y 3 dias a 18°C. Al finalizar este
periodo, se evalu6 en el pedinculo la incidencia y
se estimé la severidad del moho como porcentaje
de cobertura de ese tejido.

Tanto de la fruta sin procesar como de la
procesada, se seleccioné al azar 5 frutas en el
momento de ingreso al laboratorio y 5 frutas al
finalizar el periodo de almacenamiento. A cada
fruta se le extrajo un segmento superficial de
aproximadamente 5 cm? de pedidnculo y de cés-
cara. Cada segmento se colocé en un beaker con
30 ml de agua destilada estéril con una gota de
Tween 20 y se agité durante 5 minutos. A partir de
esta suspension, se utilizé el método de dilucién
seriada estdndar con 2 diluciones (10) para la
fruta recién cosechada y 3 diluciones (1073) para
la fruta almacenada. A partir de la dltima dilu-
cién se tomd 100 ul y se colocaron en una placa
Petri con el medio PDA + Al, se distribuyeron
uniformemente sobre la misma con ayuda de
una asa Digralsky y a los 5 dias de incubacion a
22°C, se contd el nimero de UFC por placa de
hongos, para obtener €l nimero de UFC.mlI"! de
la suspension inicial.

Enfriamiento y almacenamiento

En las cdmaras de enfriamiento y alma-
cenamiento, se seleccionaron 15 sitios y en cada
uno se colocé una placa Petri con PDA + Al,
la cual se expuso en ese ambiente durante 15
min, de acuerdo con la metodologia utilizada
por Buttner y Stetzenbach (1993) y recomenda-
da por Pitt y Hocking (2009), para el muestreo
por deposicién de esporas de hongos presentes
en el aire. Las muestras se colocaron en una
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hielera a una temperatura entre 7°C y 10°C y
se transportaron al Laboratorio, se dejaron a la
temperatura ambiente durante 5 dias y una vez
transcurrido ese tiempo, se evalud el ndmero de
UFC por placa de hongos.

Identificacion de los microorganismos

Una vez finalizado el conteo de UFC en
cada muestra, se aislo en medio de cultivo PDA +
Al, los microorganismos presentes y se identifico
los més frecuentes mediante la observacion en el
microscopio y la ayuda de claves de identifica-
cién (Barnett y Hunter 1972, von Arx 1974, Ellis
1976, Watanabe 1994, Seifert et 4l. 2011). Ade-
mds, se selecciond los 6 hongos mds frecuentes
para la caracterizacion e identificacién molecular
en el Laboratorio de Técnicas Moleculares del
Centro de Investigaciones en Proteccion de Culti-
vos y otro grupo de 5 hongos fue caracterizado en
Laboratorio de Biotecnologia de Plantas del Cen-
tro de Investigaciones Agrondémicas. En ambos
casos, se analizé las regiones de los espaciadores
internos transcritos ITS1 e ITS2 (ITS-Internal
transcribed spacers, por sus siglas en inglés), con
los imprimadores ITS5/ITS4, de acuerdo con los
protocolos especificos de cada Laboratorio de la
Universidad de Costa Rica.

Analisis estadistico

Los datos de las poblaciones de hongos
fueron transformados a log,, (x+ 1), para facilitar
la visualizacion de las tendencias de las mismas
durante el afio de estudio.

En el andlisis estadistico, se incluyé el total
de datos de los 12 muestreos para cada fase de la
empacadora muestreada por finca. Se utiliz6 una
prueba de F para comparar las varianzas de las
poblaciones de hongos, de acuerdo con la siguien-
te agrupacién: pedinculo P vs pedinculo SP y
cascara P vs cascara SP, en fruta recién cosechada
y luego de 22 dias de almacenamiento, agua vs
cera, y porcentaje de moho en fruta procesada
vs sin procesar. Una vez comparadas las varian-
zas, se aplic una prueba de t de Student para
muestras independientes, suponiendo varianzas
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iguales o desiguales para comparar las medias de
acuerdo con la misma agrupacion utilizada para
la prueba de F.

RESULTADOS

En la Figura 1 se observa que, las pobla-
ciones de hongos en la cera de ambas zonas
fueron mayores que en agua en la mayoria de
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los muestreos y los valores mds altos en cera se
alcanzaron en junio y marzo en la zona de Pun-
tarenas y en agosto y noviembre en Sarapiqui. Se
destaca en ambas fincas, que en la mayoria de los
muestreos no se obtuvo crecimiento de hongos en
el agua de las pilas de lavado-desinfeccion.

Al comparar ambas zonas se observa que,
en Sarapiqui las poblaciones de hongos en la
cera de julio a diciembre de 2012 tendieron a ser
mayores que en Puntarenas.
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Fig. 1.
Sarapiqui (B).

Las poblaciones de hongos en el aire de
las cdmaras de enfriamiento, fueron mayores
durante todo el intervalo de evaluacién en la
zona de Sarapiqui que en Puntarenas, alcan-
zandose los valores mds altos en junio, agosto y
marzo (Figura 2).

Promedio mensual de UFC.ml"! de hongos en aguas de lavado-desinfeccion y cera de las fincas de Puntarenas (A) y

Las poblaciones de hongos en el pedin-
culo al momento de la cosecha en fruta pro-
cesada y sin procesar presentaron variaciones
durante el afio, con valores desde O hasta
1,5 UFC.ml"! en Puntarenas y entre 0 y 2
UFC.ml"! en Sarapiqui, como se muestra en
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Fig. 2. Promedio mensual de UFC.placa Petri’' de hongos con PDA + Al, en muestreos del aire de las cdmaras de
enfriamiento.
la Figura 3. A pesar de no observarse una Las poblaciones de hongos en ambas zonas

tendencia en el comportamiento de estas luego de 22 dias de almacenamiento de fruta
poblaciones a lo largo del afio evaluado, en  procesada y sin procesar (Figura 4) fueron mayo-
la mayoria de los muestreos, la poblacion en res que las presentes al momento de la cosecha
fruta sin procesar fue mayor que en fruta pro- (Figura 3), con valores registrados desde 0,7 hasta
cesada (Figura 3). 5,5 UFC.ml'!.
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Fig. 3. Promedio mensual de UFC.ml"! de hongos de la suspensién de pedinculo de fruta recién cosechada, procesada (P)
y sin procesar (SP), de las fincas de Puntarenas (A) y Sarapiqui (B).
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Fig. 4.

Promedio mensual de UFC.ml! de hongos de la suspensién de pedinculo de fruta procesada (P) y sin procesar (SP)

de las fincas de Puntarenas (A) y Sarapiqui (B), después de 22 dias de almacenamiento.

Luego de 22 dias de almacenamiento
(Figura 4), las poblaciones de hongos en la fruta
de ambas zonas fueron mayores que las presentes
al momento de la cosecha (Figura 3). Asimismo,
como se muestra en la Figura 4, en la mayoria de
los muestreos, las poblaciones en el pedinculo
al finalizar el almacenamiento, tendieron a ser
mayores en fruta sin procesar que en la procesa-
da, con excepcion de octubre de 2012 en Puntare-
nas y abril y junio de 2012 y febrero y marzo de
2013 en Sarapiqui.

Al igual que al momento de la cosecha, no
se observo una tendencia en las poblaciones de
hongos presentes en el pedinculo durante el afo,

sin embargo, en la zona de Sarapiqui, se presen-
taron los valores mds altos de UFC.mI"! de hongo
en fruta procesada en abril, junio y julio de 2012,
y en febrero y marzo de 2013, y en Puntarenas de
mayo a junio y octubre de 2012.

En la Figura 5 se muestra una poblacién de
hongos similar en la cdscara de fruta recién cose-
chada, procesada y sin procesar de ambas zonas
con excepcion de enero de 2013 en Puntarenas
donde la poblacion en fruta procesada fue menor
que en fruta sin procesar y en mayo de 2012 en
Sarapiqui, donde no se recuperé hongos en la cds-
cara de fruta procesada y en la fruta sin procesar
se obtuvo 3,5 UFC.ml.
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La poblacién de hongos en la cdscara de
fruta recién cosechada (Figuras 5A y 5C) fue
mayor que en el pedinculo (Figura 3) en ambas
zonas, y se observé esta misma tendencia durante
todos los muestreos, tanto en fruta procesada
como sin procesar.

La Figura 5B, correspondiente a las pobla-
ciones en cdscara después del almacenamiento,
muestra en Puntarenas épocas del afio, mayo y
junio de 2012 y de octubre de 2012 a febrero de
2013, en que la poblacién de hongos en la cascara
de fruta procesada fue menor que en fruta sin
procesar. En Sarapiqui (Figura 5D), no se presen-
t6 este mismo comportamiento sino que solamen-
te en abril, junio, octubre y noviembre de 2012 y

febrero y marzo de 2013, la poblacién en fruta
procesada fue menor que en fruta sin procesar.

En general, la poblacién de hongos en la
cdscara de fruta almacenada durante 22 dias de
Puntarenas (Figura 5B), tendi6 a ser menor en los
meses de final e inicio de afio, tal como se obser-
va en los resultados obtenidos entre noviembre de
2012 y marzo de 2013 y en el primer muestreo de
abril de 2012.

Las Figuras 6 y 7 muestran la incidencia y
severidad de moho por mes en las fincas de Puntare-
nas y Sarapiqui. Se obtuvieron valores de incidencia
cercanos o iguales al 100% en fruta sin procesar,
durante la mayorfa de los muestreos en ambas zonas,
con excepcion de abril de 2012 en Puntarenas y
agosto y diciembre de 2012 en Sarapiqui.
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Incidencia de moho en el pedinculo 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.
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Porcentaje de moho en el pedinculo 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.

La mayor incidencia de moho en fruta
procesada de Puntarenas se presenté de mayo a
agosto de 2012, con valores entre 30% y 100%,
mientras que en Sarapiqui, la mayor incidencia
se presentd de abril a julio de 2012 y febrero a
marzo de 2013, con valores de aproximadamente
90%. En las 2 zonas de estudio, en setiembre a
diciembre de 2012 se obtuvieron valores bajos de
incidencia en la fruta procesada con variaciones
entre 0% y 20%, comportamiento que se mantu-
vo en Puntarenas hasta marzo de 2013, mientras
que en Sarapiqui tendi6 a aumentar a partir de
enero y hasta marzo de 2013, donde se alcanzé
un 90% (Figura 6).
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El porcentaje de moho en el pedinculo
de la fruta sin procesar fue mayor que en fruta
procesada en todos los meses para ambas zonas
(Figura 7). En Puntarenas, el porcentaje maximo
obtenido en fruta procesada fue del 10% en junio
y agosto de 2012 y el resto del afio se mantuvo
entre 0,04% y 0,96%, con excepcién 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% de abril a julio de
2012,y en el 2013 se registré un aumento a partir
de enero, hasta alcanzar un maximo de 75% en
marzo. En el resto de los muestreos se obtuvo
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entre 0,04% y 0,48%, con excepcion de setiembre
y diciembre de 2012, donde no hubo desarrollo de
moho (Figura 7).

El analisis estadistico (Cuadro 1), muestra
que en ambas fincas, la poblacién de hongos en el
pedinculo de fruta recién cosechada no presentd
diferencias significativas al comparar entre fruta
procesada (P) y sin procesar (SP). Después de 22
dias de almacenamiento, solamente en Puntare-
nas se obtuvo una poblacién de hongos menor
en fruta P que en SP. En la cdscara, solamente se
obtuvo diferencias significativas en fruta recién
cosechada, donde la poblacién de hongos en
Puntarenas fue mayor en fruta SP, que en fruta P.

Aunque en el andlisis estadistico no se
compard los resultados entre zonas, el promedio
de la poblacién de hongos en el pedinculo de
fruta procesada fue mayor en Sarapiqui que en

Puntarenas, luego de 22 dias de almacenamiento,
y esto se reflejé en un mayor porcentaje de moho,
donde se obtuvo un 11,6% en Sarapiqui y en Pun-
tarenas fue de 2,1%.

En ambas fincas, la poblacién de todos los
microorganismos muestreados fue mayor en cera,
que en aguas de lavado y desinfeccion con dife-
rencias importantes, ya que en hongos se obtuvo
como maximo 6,4 UFC.ml"! en agua de Puntare-
nas, mientras que los promedios en cera fueron de
4.747,2 UFC.ml"! en Puntarenas y 12.7374 UFC.
ml! en Sarapiqui.

En la Figura 8 se presenta la superficie de
las colonias de los principales hongos recupera-
dos al finalizar los 12 muestreos en cada zona. El
principal género fue Penicillium, con 3 especies
que desarrollaron colonias de color verde, con
el borde redondeado y esporulaciéon abundante

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

Puntarenas Sarapiqui

Variables Promedio P (F) P Promedio P (F) Pt

UFC.ml"! pediinculo P cosecha 22138 a 192 a
1,5 x107" 0,52 0,002 0,08

UFC.ml"! pedinculo SP cosecha 950,3 a 7073 a

UFC.ml"! pediinculo P 22 d 16.181,8 b 100.318,2 a
6,8 x10” 0,0003 0,35 0,33

UFC.ml"! pedinculo SP 22 d 76.727,3 a 1341394 a

UFC.ml"! césc P cosecha 28.638,3 b 61.610,1 a
2,1 x 108 0,02 1,11 x 10 0,12

UFC.ml"! cdsc SP cosecha 72.5143 a 97.504,3 a

UFC.ml"! cdsc P22d 2114546 a 92.8333a
0,008 0,84 2,39 x 107 0,15

UFC.ml"! cdsc SP 22 d 1847273 a 166.000,0 a

UFC.ml"! agua 64b 0,2b
0 2.2x107? 0 23x107"7

UFC.ml"! cera 47472 a 127374 a

% moho fruta P 22 d 2,1b 11,6 b
0 3,2x10°%2 1,7 x10% 1,5 x10%7

% moho fruta SP 22 d 489 a 42.5a
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(Figura 8A, B y C). La especie Talaromyces
calidicanius (Figura 8D), se caracterizé por un
crecimiento de micelio color verde y rojizo en la
parte aérea, con abundantes proyecciones super-
ficiales de hifas y conidi6foros que alcanzaron el
borde superior de la placa Petri. Ademads, se recu-
peré Penicillium daleae, con una colonia de color
blanco y poca esporulacién (Figura 8G). El resto
de microorganismos correspondié a hongos de
micelio oscuro o blanco algodonoso, detallados a
nivel de género o especie en la Figura 8.

DISCUSION

El desarrollo de mohos en el pedinculo de
la fruta es un problema importante en la produc-
cién de pifia para exportacion como fruta fresca
en Costa Rica (Barquero 2010), de ahi la impor-
tancia de conocer la dindmica de las poblaciones
durante el afio y los géneros presentes con mayor
frecuencia para lograr establecer estrategias ade-
cuadas de manejo. En el presente trabajo, las altas
poblaciones de hongos recuperadas en el pedin-
culo de la fruta, entre mayo y agosto de 2012 en
Puntarenas y de abril a julio de 2012 en Sarapi-
qui, luego de 22 dias de almacenamiento, son un
buen pardmetro para explicar la mayor incidencia
y severidad obtenida en esos meses. Este mismo
patrén se observo entre enero y marzo de 2013 en
Sarapiqui, donde se obtuvo un incremento en las
poblaciones de hongos en el pedinculo 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 obtuvie-
ron en el pedinculo de fruta recién cosechada, no
reflejaron la tendencia en los valores de inciden-
cia y severidad al finalizar el almacenamiento
de la fruta, y un aspecto que pudo influir en este
comportamiento fueron las especies asociadas
y las diferencias en la velocidad de crecimiento
de cada una (Castro 2015), lo que pudo permi-
tir que, aunque inicialmente se encontraban en
poblaciones relativamente bajas y no fueron
recuperadas e identificadas con la metodologia
empleada, tuvieron la capacidad de crecer y

esporular rdpidamente en el pedinculo y desa-
rrollar cantidades importantes de moho, como
respuesta a las pricticas poscosecha empleadas
y a las condiciones de almacenamiento, como
cambios en la humedad relativa y temperatura.
Estas diferencias en la velocidad de crecimiento
han sido informadas por otros autores como Baert
et al. (2008) y Morales et 4l. (2008), quienes
encontraron variaciones en la tasa de crecimiento
de diferentes aislados de Penicillium expansum.

Las poblaciones de hongos en la cdscara
de la fruta sin procesar cuando ingresé a la empa-
cadora, se considera un mejor estimador que las
poblaciones en el pediinculo, ya que en ambas fin-
cas, se registrd en la cdscara poblaciones mayores
a 1 UFC.ml’!, detectdndose los incrementos o dis-
minuciones durante el afio de estudio, y aunque
no necesariamente los aumentos en las poblacio-
nes de hongos en la cdscara coincidieron con una
alta incidencia y severidad de moho al finalizar
el almacenamiento de la fruta, este podria ser un
pardmetro til para estimar la cantidad de inéculo
que llega a la empacadora y entra en contacto con
el agua de lavado y desinfeccion, la cera y las
diferentes superficies con las que tiene contacto
la fruta durante su procesamiento poscosecha, tal
como lo mencionan Barth et 4l. (2009) y Prusky
y Gullino (2010).

La diferencia observada entre las poblacio-
nes de hongos en el pedinculo de fruta procesada
y sin procesar, muestra el efecto positivo del
procesamiento poscosecha empleado en ambas
empacadoras, en la reduccién de microorganis-
mos en esa zona. Al igual que en otras empa-
cadoras de pifia de Costa Rica y otros paises, la
desinfeccién de la fruta en agua con concentra-
ciones de cloro entre 50 y 150 ppm y el uso de
fungicidas poscosecha aplicados directamente al
pedinculo, 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
mds altas de microorganismos y desarrollo de
moho en la fruta que no recibid estos tratamientos
poscosecha, sin embargo, atin cuando hubo una
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reduccion de la severidad del moho, no se evitod
por completo su crecimiento, lo cual muestra la
necesidad de buscar alternativas de manejo para
lograr un mejor control del desarrollo de moho en
el pedinculo.

En comparacién con el pediinculo, en la
céscara la diferencia en las poblaciones de hongos
entre fruta procesada y sin procesar fue menor, lo
cual pudo deberse a que durante el proceso pos-
cosecha, la aplicacion de fungicida se realizé tni-
camente al pedunculo; ademds, estos resultados
mostraron que la desinfeccién con cloro no redujo
las poblaciones de microorganismos en la cds-
cara lo suficiente, las cuales pudieron continuar
multiplicindose y se mantuvieron en este tejido,
hasta finalizar el periodo de almacenamiento, sin
embargo, no fue evidente el desarrollo de moho
en este tejido, mientras que en el pedinculo, con
poblaciones iguales o menores que las de cdscara,
se obtuvo un crecimiento importante de moho,
lo cual indica que este tejido proveé mejores
condiciones para el desarrollo de micelio que la
céscara, posiblemente debido a que el corte del
pedinculo es una herida en la fruta, a partir de
la cual pueden fluir sustancias nutritivas, entre
estas los aziicares (Paull y Reyes 1996) y que
sirven como sustrato para diversos microorganis-
mos. Ademds, la cdscara de la pifia y otros frutos
presenta un mayor contenido de sustancias como
polifenoles, cutina y ceras, que reducen el creci-
miento de microorganismos y protegen la fruta
de infecciones por diversos patdégenos (Bocco et
al. 1998, Guo et al. 2003, Mokbel y Hashinaga
2005, Lata et 4al. 2009, Chanda et al. 2010, Lara et
al. 2014), lo cual pudo influir significativamente
para que atin con las poblaciones recuperadas,
no se obtuviese desarrollo de moho en ese tejido.

Las bajas poblaciones de hongos en el
agua de lavado y desinfeccién, podrian deberse
a las concentraciones de cloro en el agua de las
pilas, tratamiento cominmente utilizado en pifa
(MAG 2010, Garcia y Rodriguez 2011), que en el
presente estudio se empled en concentraciones
entre 150 a 180 ppm de cloro libre durante todos
los muestreos.
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Como indican Arauz (1994), Araya y Cas-
cante (2000) y Hui et 4l. (2006), el aire, el agua
de lavado y desinfeccion y cada una de las super-
ficies con que entra en contacto la fruta pueden
ser una fuente de inéculo de los patégenos que
causan el desarrollo de mohos y pudriciones pos-
cosecha. Al comparar las poblaciones de hongos
en el agua de lavado y desinfeccién y en la cera
(Figura 1), se observé que la cera constituye una
fuente mayor de in6culo para el pediinculo de la
fruta en comparacién con el agua, esto posible-
mente debido a que el sistema de aplicacion de
las ceras en pifia requiere de una recirculacién
de la misma, debido al costo econdmico de este
insumo, lo que podria favorecer que con el trans-
curso del proceso, se acumulen propdgulos de
diseminacién que podrian quedar depositados en
el pedinculo durante su aplicacién. Ademas, las
poblaciones en la cera (Cuadro 1), fueron mayo-
res a 1000 UFC, determinado por Lépez (2012),
como la cantidad minima para iniciar el creci-
miento de moho en el pedinculo, causado por los
géneros Trichoderma, Penicillium, Aspergillus y
Fusarium, en fruta inoculada, lo cual incrementa
el riesgo de desarrollo de moho en el pedtnculo,
al recircular la cera y aplicarla directamente
sobre la fruta.

En el aire de las cdmaras de enfriamiento y
almacenamiento se recuperaron esporas de hon-
gos que por el mecanismo de recirculacion de ese
aire, podrian alcanzar la superficie del pedinculo
y dependiendo de la especie presente, contribuir
al desarrollo de mohos. Ademas, la obtencion
de poblaciones de hongos mds altas durante
todos los muestreos en la zona de Sarapiqui, en
comparacién con Puntarenas, podria deberse a
diferencias en la eficacia de los protocolos de lim-
pieza de las cdmaras de ambas fincas y a que en
Sarapiqui se procesé mayores volimenes de fruta
durante el afio, lo cual pudo aumentar la cantidad
de esporas de hongos en el aire de las cdmaras.

Morales et al. (2008 y 2010) informan
que con la adecuada limpieza y desinfeccion de
las plantas empacadoras y de las cdmaras de
enfriamiento y almacenamiento de manzana, se
logré disminuir significativamente el nivel de
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inéculo y la incidencia de fruta con moho causa-
do por Penicillium expansum. Ademads, trabajos
realizados en este mismo cultivo por Amiri y
Bompeix (2005), mostraron una relaciéon directa
entre la cantidad de esporas por m? en el aire de
las cdmaras 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
las instalaciones y equipo utilizado en la planta
empacadora y de las cdmaras de enfriamiento en
pifia, son aspectos que deberfan tomarse en cuen-
ta para disminuir la posibilidad de que posterior a
la aplicacién de cloro y fungicida, lleguen esporas
de hongos al pedinculo, que podrian originar el
desarrollo de mohos en poscosecha.

El hongo mds frecuente en el presente
trabajo correspondi6 al género Penicillium, con 4
especies diferentes, de las cuales P. purpureoge-
num, P. diversum y Penicillium sp., presentaron
abundante esporulacién en medio de cultivo PDA
+ Al y predominio de crecimiento en el pediin-
culo de los frutos de ambas zonas y por lo tanto,
disminuir la llegada de estas especies al pedin-
culo de la pifia, debe ser uno de los principales
objetivos si se desea logar un manejo eficiente
de los mohos poscosecha en este tejido. Peni-
cillium es uno de los géneros mds importantes
citados como patdgenos causantes de mohos en
pina (Malins 1991, Hui et al. 2006, Mitra 1997).
Mourichon (1998) y Bartholomew et 4l. (2003)
citan que Penicillium funiculosum se encuentra
directamente asociado con la enfermedad cono-
cida como pudricién de los fruticulos, lo que
evidencia que es un microorganismo importante
en este cultivo.

De las demads especies identificadas, sola-
mente se encontré informacién de los géneros
Fusarium y Aspergillus, citados como patégenos
importantes en pifia (Snowdon 2000, Lépez 2012,
Jacobs et al. 2010). De estos, se ha informado
que Fusarium tiene la capacidad de colonizar los
diferentes tejidos de la planta de pifia (Snowdon
2000, Jacobs et al. 2010, Stgpien et al. 201la,
Stepient et al. 2011b, Stepien et al. 2013), sin

embargo, su velocidad de crecimiento es menor
que la de Penicillium (Castro 2015), lo cual mues-
tra diferencias importantes en el potencial que
ambos microorganismos tienen para desarrollar
moho en el pediinculo. Los hongos de los géneros
Phoma 'y Cladosporium han sido sefialados como
patégenos en diversos cultivos tropicales como
papaya, banano y mango (Alvarez y Nishijima
1987, Snowdon 2000, CAB 2002, Anthony et 4l.
2004) y debido a sus caracteristicas de abundante
esporulacién y crecimiento de micelio de color
oscuro, son microorganismos que pueden con-
tribuir al desarrollo de moho poscosecha en el
pedinculo de la pifa.

Los resultados obtenidos en el presente
trabajo mostraron variaciones importantes en las
poblaciones de hongos, incidencia y severidad
de los mohos en el pedinculo de la pifia durante
el aflo en ambas zonas de estudio, razén por la
cual se considera importante el monitoreo cons-
tante de las poblaciones y los géneros de hongos
presentes en la fruta durante las diferentes fases
poscosecha, evaluando la posibilidad de generar
umbrales para cada especie en particular, o bien,
de utilizar técnicas como el PCR en tiempo real,
de manera que se logre una rdpida identificacién
de los patégenos presentes e implementar y dar
seguimiento a los protocolos ya establecidos de
limpieza y desinfecciéon de las instalaciones y
equipo de la planta empacadora y de las cdmaras
de almacenamiento, con mayor cuidado en esas
épocas, para disminuir el desarrollo de mohos en
el mercado destino.

Debido a que se encontré que la cera
acumula cargas significativas de hongos durante
el procesamiento de la fruta, se considera impor-
tante la busqueda de opciones para evitar el uso
de la cera recirculada, como podria ser el estudio
de otras formas de aplicacion como la aspersion
de la cera a la fruta, o bien explorar la posibilidad
de adicionar sustancias GRAS (Generally recog-
nized as safe, por sus siglas en inglés), con propie-
dades fungistaticas o fungicidas o bien, investigar
el efecto de la pasteurizacién de la cera o algin
otro tratamiento fisico todo con el objetivo de
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que no se acumulen poblaciones importantes de
microorganismos en ese tratamiento.

Asi mismo, las diferencias en la incidencia
y severidad de moho entre fruta procesada y sin
procesar, son un indicador de que, el adecuado
cumplimiento de las labores poscosecha comtn-
mente utilizadas en pifia y el almacenamiento a
baja temperatura, tienen un impacto positivo en la
reduccién de los mohos en el pedinculo, aunque
no siempre son suficientes para evitar por com-
pleto el desarrollo de los mismos.
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