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RESUMEN

La papaya (Carica papaya L.) es un fruto de gran importancia econémica a nivel mundial y
México es de los principales paises consumidores, productores y exportadores. Este fruto es
susceptible de ser atacado por varios patdgenos fangicos cuyo crecimiento se ve favorecido
por el ambiente, lo que incrementa las pérdidas postcosecha. Recientemente el interés en la
micologia predictiva a través de modelos matematicos predictivos, ha surgido como una
herramienta alternativa capaz de describir el comportamiento del hongo, de manera que se
puedan manipular los pardmetros ambientales en el almacenamiento y transporte de la
papaya, para facilitar el control y la prediccion de enfermedades en fruto.

El objetivo de esta investigacion fue aplicar un modelo matematico para predecir el crecimiento
del hongo Alternaria spp., aislado de papaya (Carica papaya L.) en funcion de la temperatura
y humedad relativa (HR) del ambiente para determinar el comportamiento del hongo en
postcosecha.

Se tomaron papaya infectadas y fueron aisladas cinco cepas del hongo fitopatégeno. El
crecimiento de las cepas se estudio en un medio complejo agar papaya y se incubaron en dos
tratamientos, el primero fue a diferentes temperaturas (13-35°C) y HR constante y el segundo
a diferentes humedades relativas (40-80%) y temperatura constante, la velocidad de
crecimiento fue estimada mediante regresion lineal. Para describir el efecto de la temperatura
sobre la velocidad de crecimiento del hongo, fue utilizado el modelo cardinal con inflexion.
Asimismo, para ver el efecto de la HR en la velocidad de crecimiento, se uso la ecuacion
modificada de Arrhenius-Davey. Por Ultimo, se calculé el tiempo de visibilidad del micelio
utilizando un modelo polinomial. Se realizé una validacion externa en frutos de papaya, el
rendimiento de los modelos fue evaluado por medio del factor de sesgo y de precision.

De las cinco cepas, la velocidad 6ptima mas alta que el modelo estimé fue para la cepa CpA-
01 (4.78 mm/dia) en su 6ptimo de crecimiento. También, se observé en general que Alternaria
alternata puede demorar un dia y medio aproximadamente para presentar visibilidad de
micelio, en ambos casos fue en funcién de la temperatura. Por otra parte, la velocidad de
crecimiento mas alta calculada a partir del modelo de Arrhenius-Davey fue de 5.4 mm/dia para
la CpA-03 en la mayor humedad relativa del ambiente probada. Obtuvimos una bondad de
ajuste satisfactoria (R? mayores al 75%) en los tres modelos usados (Rosso, polinomial y
Arrhenius-Davey) y se observaron factores de sesgo de 0.88 a 1.4 y factores de precision
mayores a 1.

El modelo de Rosso fue el mejor modelo presentado ya que sus parametros representan un
significado bioldgico, ademas a partir de los modelos matematicos que se estudiaron
mostraron el comportamiento que tiene el hongo Alternaria alternata bajo la influencia de
factores ambientales, lo cual estos datos facilitarian la toma de decisiones en la gestion del
manejo de la papaya.

Palabras claves: Carica papaya L., Alternaria alternata, modelos de crecimiento, micologia
predictiva, enfermedades postcosecha, factores ambientales.



ABSTRAC

Papaya (Carica papaya L.) is a tropical fruit of economic interest worldwide and México is the
main consuming, producing and exporter countries. This fruit is very susceptible at spoilage
fungi pathogens whose growth is influence by the environment, which increases postharvest
losses. Recently the interest in predictive mycology through predictive mathematical models
has emerged as an alternative tool capable of describing the behavior of fungal, that
environmental parameters can be used in the storage and transport of papaya, to facilitate
control and prediction of diseases in fruit.

The aim of the investigation was to apply a mathematical model to predict the growth of the
fungus Alternaria spp., isolated from papaya (Carica papaya L.) as a function of the temperature
and relative humidity (RH) of the environment to control the quality of papaya in postharvest.
Infect papaya was used and five strains of the phytopathogen fungus were isolated. The growth
of the strains was studied in the complex papaya agar medium and they were incubated in two
treatments. The first was at different temperatures (13-35°C, HR cst) and the second was at
different relative humidity (40-80%, T cst), the growth rate was estimated using linear
regression. The inflection cardinal model was used to describe the effect of temperature on the
growth rate and the modified Arrhenius-Davey equation to describe the effect of RH on the
growth rate of strains. In addition, a polynomial model was used to calculate the time in the
fungus mycelium becomes visible. External validation was carried out on papaya fruits, the
performance of the models was evaluated using the bias and accuracy factor.

The highest optimal growth rate was obtained of estimate model for the CpA-01 strain (4.78
mm/day) in its optimal growth and in general Alternaria alternata can slowly approximately one
days to present mycelium visibility, in both cases it was influencing of temperature. On the other
hand, the highest growth rate calculated from the Arrhenius-Davey model was 5.5 mm/day to
CpA-01 in 80% of relative humidity tested. We obtained a satisfactory goodness fit (R? >75%)
in the three models used (Rosso, polynomial and Arrhenius-Davey) and Bias factor values of
0.88 to 1.4 and accuracy factor > 1 were observed.

The Rosso model including parameters with biological significance, furthermore from the
mathematical models that were studied they showed the behavior of Alternaria alternata fungus
in function of environmental factors, which these data would facilitate the decision in the
management of papaya.

Keywords: Carica Papaya L., Alternaria alternata, models growth, predictive mycology,
postharvest diseases, environmental conditions.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

La papaya (Carica papaya L.) es un fruto caracteristico de climas tropicales y uno
de los cultivos de fruta de gran importancia. India y Brasil son los principales
productores de papaya a nivel mundial y contribuyen con aproximadamente el 83
% de produccion anual, donde México participa con el 6.18 % de esa produccion
(Champathi y cols., 2018). En lo que respecta al consumo de este fruto, México es
uno de los principales paises consumidores y exportadores de papaya (SAGARPA,
2018).

La papaya tiene un importante valor econdmico a nivel mundial por su alta
rentabilidad y aceptacion. Como fruto tropical es climatérico y provoca limitaciones
postcosecha, en el almacenamiento y transporte. Este fruto es muy susceptible a
dafios mecanicos, constituyéndolo un hospedero de microorganismos, lo que
causa una vida de anaquel corta, disminucion en su calidad y pérdidas
postcosecha. En este sentido, la estimacion de pérdidas postcosecha de papaya
varian entre el 40 al 100% dependiendo de la zona de produccién, especialmente
en paises en via de desarrollo donde el manejo del fruto no es el 6ptimo. Otras
pérdidas postcosecha que se dan en papaya se deben a frutas blandas y dafio
mecanico (Champathi y cols., 2018). Sin embargo, la causa principal de pérdidas
del fruto ha sido reportada principalmente por enfermedades causadas por hongos.
Dentro de los principales hongos postcosecha, se encuentra el Colletotrichum
gloeosporioides, Alternaria spp, Fusarium spp, Rhizopus stolonifer, entre otros
(Garcia y cols., 2003).



Considerando lo anterior, existen factores como la temperatura y humedad relativa
del ambiente que favorecen el desarrollo de hongos patdgenos, los cuales afectan
directamente el almacenaje, transporte y calidad del fruto (Garcia y cols., 2003).
Los métodos de control fisicoquimicos para evitar dafios y pérdidas en el fruto no
han sido suficientes, cualquier factor intrinseco como la actividad de agua o los
componentes del fruto podria ser determinante para el desarrollo de hongos y
posteriores dafos irreversibles. Los atributos de calidad e inocuidad alimentaria,
la apariencia, textura, sabor, olor y valor nutritivo, son puestos en riesgo si no se

desarrollan estrategias de control para el crecimiento de estos patdégenos.

Por consiguiente, el interés por contrarrestar esta problematica va en aumento.
Recientemente la Micologia predictiva es una herramienta que ayuda a
comprender y predecir el desarrollo de hongos en alimentos y materias primas. No
obstante, en la literatura cientifica, pocos estudios han validado los modelos
desarrollados para describir el crecimiento de hongos patégenos en frutos
tropicales (Judet y cols., 2010); raz6n por la cual, el objetivo de esta tesis es aplicar
un modelo matematico para predecir el crecimiento del hongo Alternaria spp.,
aislado de papaya (Carica papaya L.) en funcion de la temperatura y humedad

relativa para controlar la gestion del manejo de papaya.
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CAPITULO 2. ANTECEDENTES

2.1. Generalidades del fruto de papaya

La papaya (Carica papaya L.) forma parte de los frutos cultivados en climas
tropicales y subtropicales, cuyo cultivo se ha adaptado bastante bien en areas con
suelos fértiles y lluvias abundantes (Garcia y cols, 2003). En consecuencia, este
fruto se caracteriza por su alta perecibilidad y susceptibilidad a ser atacado por
varios hongos patégenos (Snowdon, 2009). Aun asi, es un fruto que sigue siendo

producido y consumido a nivel mundial.

2.1.1. Produccion mundial y nacional de la papaya

La papaya (Carica papaya L.) es un grupo comparativamente nuevo en el comercio
mundial de productos béasicos. Ha surgido en el mercado internacional en
importancia solo desde 1970 en adelante, gracias a los avances en el transporte,
los acuerdos comerciales y las preferencias cambiantes de los consumidores a
favor de esta fruta. El 83% de la produccion mundial se ha concentrado en unos
pocos paises (cuadro 1) (Altendorf, 2017).

Cuadro 1. Concentracion porcentual de la produccion de papaya en el mundo.

PAIS PRODUCCION (%)
India 38.61
Brasil 17.5
Indonesia 6.89
México 6.18




Etiopia 2.34

Congo 2.12
Colombia 2.08
Tailandia 1.95
Guatemala 1.85

Fuente: adaptado de Hewajulige y Dhekney., (2016)

México representa aproximadamente la mitad de las ventas globales de papaya,
ocupando el 3°er puesto a nivel mundial y 1°er puesto como exportador de este
fruto. En promedio, durante las ultimas 10 décadas, México tuvo una produccion
de aproximadamente 768mil toneladas al afio y un incremento en su
comercializacion (Sagarpa, 2018). En otros paises como Colombia, la papaya es
de gran importancia econdmica al ser el tercer cultivo fruticola con mayor nimero
de hectareas sembradas en dicho pais, el departamento que mayor volumen
representa de produccién es el valle del cauca. Por otra parte, Colombia aumenta
sus posibilidades de incursionar en el mercado internacional como puntos de
partida a paises como Europa y EE.UU., el principal desafio que debe enfrentar la
industria de la papaya en Colombia es la mejora en el manejo y empaque, dada
las exigencias de los paises a exportar (Ica, 2017).

Al ser un fruto demandado tanto a nivel mundial como nacional, la papaya es muy
susceptible al manejo que se le dé. A su vez, los principales problemas que
enfrenta el mercado de la papaya y su exportacion es la identificacion de la
madurez fisioldgica 6ptima para asi asegurar un adecuado manejo postcosecha a

lo largo de la cadena agroalimentaria de la papaya (Sudhakar y Singh, 2011).



2.2. Manejo en postcosecha de la papaya

El manejo del cultivo de los frutos en precosecha tiene una influencia importante
en su comportamiento postcosecha y un aspecto fundamental es que éstos
contindan su proceso de maduracion aun después de cosechados. Esto implica
una serie de cambios estructurales (firmeza, textura etc.) y bioquimicos
(transformaciones de almidén en azucares, color, produccion de etileno etc.) que
aumenta las posibilidades de desarrollo de hongos patégenos. El transporte del
fruto debe ser lo mas rapido posible, dado el aumento de temperatura y humedad
relativa limitarian los procesos de empaque y centros de distribucion (Velazquez y
Toledo, 2007). Debido a la fragilidad de la cascara y del fruto, en general, la papaya
debe ser manejada con mucho cuidado para evitar cualquier dafio fisico y
mecanico. Comunmente en paises en vias de desarrollo, los frutos a granel una
vez cosechados son envueltos en periddico para iniciar su proceso de maduracion
y trasladados usualmente en canastillas al centro de empaque (Mufioz y
Rodriguez, 2017) (Fig. 1).

Figura 1. Empaque y transporte de la papaya en poscosecha (Mufioz y Rodriguez, 2017)



A pesar de la preferencia por las canastillas plasticas y la envoltura en periodico,
estas practicas no son recomendadas, ya que pone en riesgo la inocuidad del fruto.
Entre las alternativas existentes, se encuentra el uso de mallas de espuma (Fig.
2), tiras de papel o alveolos, para mantener separadas las papayas y evitar el roce
entre ellas. Aun asi, en paises como México y El Salvador, es comun el uso de
papel periddico. Por consiguiente, este usual e inadecuado manejo del fruto en
poscosecha genera de manera critica pérdidas a nivel mundial, aunque en paises
de tecnologia rudimentaria puede alcanzar pérdidas totales (Mufioz y Rodriguez,
2017).

Figura 2. Envoltura de malla de espuma (Mufioz y Rodriguez, 2017)

Por otro lado, en varios paises latinoamericanos todavia se acostumbra el
transporte de la papaya en condiciones deficientes de almacenamiento. El
transporte se realiza en vehiculos en los que por lo general no existe control de
temperatura ni humedad relativa y en los que ademas es comun dejar el producto
descubierto sin proteccion para la lluvia y el sol, lo que genera un rapido
crecimiento de hongos patdgenos y aumenta el porcentaje de pérdidas (Velazquez
y Toledo, 2007).



2.2.1. Pérdidas postcosecha

A nivel mundial, las pérdidas postcosecha en papaya varian entre 40 y hasta el
100 %. Entre las principales causas de pérdidas se encuentra las operaciones de
manipulacion inadecuada del fruto durante su cosecha y postcosecha, un estado
de madurez no correspondiente al establecido, recipientes de transporte
inapropiados, dafios fisicos, dafios mecanicos y contaminacion por agentes
patégenos (Champathiy cols., 2018), sin embargo, las pérdidas mas significativas
han sido reportadas por hongos patdgenos, responsables de hasta un 100%
(Mufioz y Rodriguez, 2017). Un estudio realizado en los mercados de la ciudad de
New York, demostré que el 62 % de los envios que se hicieron, el dafio principal
en las papayas se debia a diferentes hongos (Bautista y cols., 2013). Segun los
autores, las pudriciones postcosecha causadas por hongos se pueden dividir en
tres tipos: pudriciones superficiales, pedunculares e internas. Sudhakar y cols.,
(2011) comentan que las enfermedades causadas por hongos son el problema

mas importante durante el manejo y almacenamiento de este fruto.

2.2.2. Pérdidas por hongo patégenos

Practicamente, los frutos son altamente resistentes a la accion de hongos
patégenos, esto cambia cuando llegan a su estado de madurez. La susceptibilidad
de lesiones en los frutos se desarrolla mas rapido durante la senescencia que en
los frutos que estan recién cosechados y madurados adecuadamente (Garcia y
cols., 2010). Un estudio realizado para el control de hongos postcosecha de la
papaya, mostré que el fruto es un buen hospedero de varios microorganismos
durante su almacenamiento, resaltando el género Alternaria, Colletotrichum,

Rhizopus, Fusarium, Penicillium entre otros (Fig. 3).



Figura 3. Hongos patégenos poscosecha de papaya: a) Mucur sp., b) y ¢) Fusarium spp., d)
Colletotrichum spp. e) y f) Rhizopus stolonifer, g) Alternaria alternata, h) Penicillium digitatum, i)
Aspergillus sp. (Bautista y cols., 2013)

La enfermedad mas comun de la papaya es la antracnosis ocasionada por el hongo
Colletotrichum gloeosporioides, el cual podria generar pérdidas totales,
dependiendo de la zona de produccion y almacenamiento (Lépez y cols., 2018).
Tomando en cuenta el mecanismo de accién de los hongos, las pérdidas son
generadas a raiz de infecciones latentes que ocurren durante el crecimiento y
desarrollo del fruto. Asimismo, las mayores pérdidas en postcosecha se deben a
podredumbre y se ven reflejadas principalmente en pudriciones superficiales,
pedunculares o internas. En consecuencia, los hongos patdgenos constituyen la
principal limitacion para el almacenamiento y el manejo en postcosecha de este
fruto, logrando afectar completamente al fruto (cuadro 2) (Mufioz y Rodriguez,
2017).



Cuadro 2. Principales hongos patégenos que afectan la papaya.

HONGOS

ENFERMEDAD

Colletotrichum

gloeosporioides

Rhizopus stolonifer

Alternaria spp

Fusarium spp

Phytophthora sp

Antracnosis. Se producen cuando las hifas
penetran en la cuticula y causan la afeccién en la
fruta, viéndose como manchas hundidas,
redondas y acuosas.

Pudricion blanda. Las esporas entran a traves de
las lesiones infligidas durante la recoleccién y el
manejo. Los sintomas se reflejan a través de una
pequefia area acuosa.

Alternariosis. Las esporas se encuentran en
forma de bioaerosol en el aire y llegan al fruto,
cuyos sintomas son lesiones en la fruta de color
negro y en forma circular que muchas veces estan
cubiertas de esporas de color negro.
Podredumbre de la fruta. Las esporas de fusarium
penetran a través de heridas a la superficie y
posteriormente el tejido se observa acuoso y al
finalizar la infeccién negro.

Pudricién blanquecina acuosa. Las esporas se
encuentran inicialmente en el pedunculo,
extendiéndose por toda la fruta de color

blanquecino acuoso.

Fuente: (Snowdon, 2009) y (Bautista y cols., 2013)
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Actualmente, las tecnologias para disminuir las pérdidas postcosecha
provenientes de la actividad de los hongos patdgenos continban buscando
alternativas para incrementar la vida de anaquel de los frutos. Particularmente,
aquellas que controlan o modifican la atmdsfera donde se esta tratando el fruto,
con la eliminacién o adicién de gases del ambiente que da como resultado una
atmosfera de conservacion del producto. Al igual que, controles fisicos de la
temperatura y humedad relativa a lo largo de toda la gestion en el manejo del fruto
(Veldzquez y Toledo, 2007).

Por otra parte, se aplican con mas frecuencia al producto final tratamientos de
control como fungicidas, ceras e irradiaciones gama o UV-visible. Sin embargo, en
diversas ocasiones la dosis y frecuencia de aplicacion de estas estrategias no son
suficientes, puesto que proporcionan resistencia por parte del patdégeno y residuos
toxicos para la salud de la persona. Ademas, algunos hongos como Alternaria spp,
logran sintetizar toxinas llamadas micotoxinas, que pueden ser un peligro para la
salud humana (Garcia y cols., 2009). Por ello, es importante anteponerse a los
patdgenos postcosecha de manera que no se vea afectada la calidad del fruto y
seguridad de la persona (Garcia y cols., 2010). Recientemente, se ha estudiado la
Micologia predictiva como una herramienta que proporciona elementos de control
necesarios para la toma de decisiones en las condiciones de manejo postcosecha
de frutos y podria ser efectiva en la antelacion de enfermedades del fruto.

2.3. Micologia predictiva

La necesidad de garantizar la calidad microbiologica de los productos alimenticios

ha estimulado el interés en el uso de modelos matematicos predictivos para
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cuantificar y predecir el comportamiento microbiano (Garcia y cols., 2009). La
micologia predictiva es una sub-area del campo de la microbiologia predictiva,
enfocada en el estudio y comportamiento de hongos deterioradores de alimentos,
aqui los modelos matematicos son una herramienta eficiente para evaluar como
los factores ambientales individuales o combinados afectan en el crecimiento de
los hongos que degradan los alimentos. Por otro lado, el modelado predictivo del
crecimiento de hongos no ha recibido la misma atencion que el modelado
bacteriano, debido a la complejidad inherente que se asocia con la cuantificacion
del crecimiento en hongos y la recopilacién de datos suficientes que sean
adecuados y reproducibles (Membre y Dagnas, 2013). Por el contrario de las
bacterias, que estas se reproducen por fision binaria y normalmente crecen de
manera homogénea y exponencial, los hongos a su vez cuentan con hifas fungicas
gue pueden penetrar en la matriz tridimensional fisica del alimento (Garcia y cols.,
2009).

Ahora bien, los modelos bacterianos ayudaron a tener una mejor comprension de
los factores que controlan el crecimiento de un microorganismo y de esta manera
poder aplicarlos en el desarrollo de los hongos, para poder asi modelarlos
(Dantigny, 2016). De esta manera, se abrié paso a la micologia predictiva a través
del uso de modelos matematicos empiricos que tuviesen en cuenta las
especificidades del hongo en la germinacion y proliferacion del micelio (Membre y
Dagnas, 2013). Siendo esta una herramienta Gtil para hacer predicciones sobre la
extension de la contaminacion, el crecimiento y la produccién de toxinas por parte
de estos patdégenos; sin embargo, actualmente no hay suficientes estudios que

cuenten con un modelo predictivo estandar.
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2.3.1. Modelos predictivos

Los modelos predictivos involucran varias etapas como la definicion del objeto de
estudio, identificacion de los factores a ser estudiados, microorganismos
relevantes, definicion del tamafio del inoculo, definicion del medio, el modelo
matematico y la validacion. Segun Santos y cols (2015), en la etapa de
identificacion de los factores (intrinsecos y extrinsecos) se definen los parametros
(variables dependientes) que tengan mayor efecto en el crecimiento/inactivacion
del microorganismo seleccionado. Estos factores deben ser incluidos en el modelo,

teniendo en cuenta aplicaciones futuras y limitaciones de su uso.

En la fase de seleccion de cepas, se debe considerar el uso de una cepa
representativa o un coctel de cepas, asi como el uso de una cepa aislada del propio
fruto. El tamafo del inéculo debe asegurar que la respuesta del microorganismo
pueda ser modelada. Los estudios sugieren incluir el tamafio del inéculo como
variable dependiente en el modelado (Santos y cols., 2015). Ahora bien, la
literatura ha demostrado que el desarrollo de un modelo predictivo puede ser
realizado tanto en medio sintético como en el propio alimento (Membre y Dagnas,
2013). Los modelos desarrollados en medios sintéticos pueden no simular
correctamente lo que ocurre en el alimento, por lo que se hace necesaria una

validacion en el alimento que se pretende aplicar el modelo.

2.3.2. Tipos de modelos

Los modelos matematicos se utilizan para predecir el crecimiento de diferentes

microorganismos, también para estudiar la respuesta de éstos a los factores
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ambientales y se pueden clasificar como primarios, secundarios o terciarios. Los
modelos primarios describen el crecimiento de microorganismos en funcion del
tiempo en condiciones especificas (Garcia y cols., 2009). Los modelos secundarios
se refieren al modelo primario relacionado con la influencia a factores ambientales,
como la actividad del agua, el pH, la temperatura, etc., en la germinacion y el
crecimiento de los mohos. Los modelos terciarios combinan modelos primarios y
secundarios con una interfaz de computadora, lo que proporciona una herramienta

de prediccion completa (Garcia y cols., 2009).

2.3.2.1. Modelos primarios

Estos modelos describen el crecimiento de una poblacién de microorganismos en
funcién del tiempo y forman la base para adoptar estrategias para la inocuidad de
los alimentos (Garcia y cols., 2009). No obstante, el crecimiento de hongos implica
la germinacion y la extension de hifas, formando finalmente el micelio. Para
cuantificar el desarrollo fungico, se analizan los datos de germinacion vy
proliferacion de micelio, a diferencia de las bacterias en que se estudia el
crecimiento a través de las unidades formadoras de colonia (UFC). La germinacién
de hongos generalmente se revisa al microscopio y el numero de esporas
germinadas se grafica contra el tiempo. Por consiguiente, en el uso de modelos
primarios se maneja la latencia antes de la germinacién, el porcentaje maximo de
esporas germinadas y el tiempo de germinacion (el tiempo para germinar el 50 %
de las esporas en el inéculo). En el cuadro 3 se muestran los modelos que

comunmente se utilizan en el crecimiento de hongo para modelos primarios.
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Cuadro 3. Principales modelos primarios aplicados al crecimiento de hongos.

Tipo de Modelo Ecuacion
crecimiento
Germinacion Gompertz (1) P = Pyngry * exp {_exp [("s"ip(“) A—t) +
1]}
1A Pmax
Funcion (2) Py = Fuws o
logistica
: » i [exp(urAc)-1]
Proliferacion del ~ Baranyi (3) Yy = Yo+ i * Agy — ln{l +m}

micelio 1
A =t + (ﬁ) * In[exp(—pu = t) + exp(—u * 1)

—exp (—puxt—px)]

Fuente: adaptado de Membre y Dagnas (2013)

(). t (tiempo en horas). P @, ¥y Pmax, son el porcentaje de esporas germinadas en el tiempo t. T
(horas) es el punto de inflexién y k (porcentaje por hora) esta relacionado con la pendiente de la
linea tangente al punto de inflexién. (3). Ymax., Y (didmetro/radio de la colonia maximo en el tiempo),
MUmax (tasa de proliferacién radial maxima), A (latencia), son parametros de crecimiento (crecimiento

fungico que incluye el proceso de germinacion).

En los modelos de germinacion, las esporas de hongos se diseminan en el medio
ambiente y a su vez la germinacion se puede considerar como el paso principal
para enfocarse desde el punto de vista de la calidad de los alimentos, porque el
producto se rechaza tan pronto como puedan ser visibles las hifas. El proceso de
germinacion involucra la iniciacion de la activacion bioguimica, incrementos de
cambios morfoldgicos y de tasa metabdlica. Varios estudios concuerdan que son
muchos los factores que pueden afectar la cinética de la germinacién en hongos y
los tiempos de germinacion de las esporas muchas veces no son valores

ajustables (Gougouli y Koutsoumanis, 2012).en consecuencia, hay pocos estudios
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sobre la cinética de la germinacion; esta escasez puede explicarse por las
dificultades para adquirir datos suficientes y reproducibles. Aun asi, el aumento del
porcentaje de esporas germinadas a lo largo del tiempo se ha modelado a través

de Gompertz (Garcia y cols., 2009).

Por otra parte, la proliferacion de micelio es comunmente evaluada a través de la
medicién del crecimiento radial visible (diametro de la colonia) en funcion del
tiempo. A través de los modelos primario desarrollado por Baranyi, es posible la
obtencién de los parametros de latencia antes de la proliferacion (A) y la tasa de
proliferacion radial (u) (Membre y Dagnas, 2013). El crecimiento radial visible se
define como el tiempo requerido para que la colonia alcance un diametro entre 3-
5mm. De esta manera, los modelos primarios describen el aumento o declinacion
de la poblacion microbiana en funcion del tiempo. Aqui, el método mas simple y
utilizado para fines de obtencion de datos y modelado es la medicién del diametro,
aungue no se puede aplicar en el analisis de alimentos. Para ello, en muchos casos
el contenido de ergosterol se ha utilizado para cuantificar el crecimiento de hongos
(Garcia y cols., 2009). A través de los modelos primarios es posible la estimacion
de pardmetros cinéticos como tasa de crecimiento radial y fase lag en hongos
(Santos, 2015).

2.3.2.2. Modelos secundarios

Los modelos secundarios describen el efecto de las condiciones ambientales,
representadas por factores intrinsecos (Actividad de agua (Aw), pH, agentes
antimicrobianos, nutrientes) como extrinsecos (temperatura, atmdésfera, humedad

relativa). Por ello, se han desarrollado modelos para cuantificar dichos efectos en
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la cinética de proliferacion del micelio y, en cierta medida, en la cinética de
germinacion. Los parametros de germinacion o crecimiento (por ejemplo, la tasa
de crecimiento maxima) son estimados a partir de modelos primarios se modelan
en funcion de los factores intrinsecos y extrinsecos de los alimentos (Garcia y cols.,
2009). Dos de los parametros mas importantes que determinan la capacidad de
los hongos para crecer en los alimentos son la actividad del agua y la temperatura.
A diferencia de las bacterias, la actividad del agua tiene un mayor efecto sobre
desarrollo del hongo que la temperatura. Pitt (1993) desarrollaron un modelo
mecanicista que integra los datos de la literatura sobre el efecto de la temperatura,
la acidez, el pH y el tamafio de la colonia en el crecimiento in vitro de hongos como
A. flavus y de la produccion de aflatoxinas. Los modelos desarrollados primero para
bacterias se han aplicado al crecimiento de hongos y en general se usan tres tipos
de modelos: Polinébmicos, cardinal y regresion logistica (Cuadro 4).

Cuadro 4. Principales modelos secundarios aplicados a hongos

Crecimiento Modelo Parametros Ecuaciones

del hongo

Germinacion  Polindmicos A, u (1) Y =ao+ X7 aix; + X, X5 aXiX;
y y raiz (2) VY = b(T = Tyip) * [1 — (T~ Tma))]

proliferacion  cuadrada

del micelio
Proliferacion  Cardinal Al Q) n=

. . Hopt (T=Tmax) (T=Tmin)?
del mlcello (Topt_Tmin){(Topt_Tmin)(T_Topt)_(Topt_Tméx)(Tl
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Proliferacion ~ Regresion Limite de (4) logit(P) =1n(=) = ao +
del micelio logistica crecimiento/ i ax + X Yo aXiX;

Crecimiento

Fuente: adaptado de Membre y Dagnas (2013) y Garcia y cols., (2009)

(1) Y (respuesta cinética), ao y ai, son parametros estimados y Xi y X, son las variables
independientes.

(2) Modificacion del modelo polinomial con la implementacién de la raiz cuadrada.

(3) Funcién o respuesta logistica donde P es la probabilidad de crecimiento en un rango de 0-1.

Los modelos polinbmicos se han utilizado ampliamente en Microbiologia Predictiva
para la evaluacion cuantitativa de los efectos de diversos factores ambientales en
el crecimiento de hongos. Por lo general, se construyen mediante analisis de
regresion lineal multiple y permiten que se tenga en cuenta cualquiera de los
pardmetros ambientales y sus interacciones (Garcia y cols., 2009). Por otro lado,
Ratkwosky uso los modelos tipo raiz cuadrada para incluir todo el rango de
temperaturas de un crecimiento biocinético, es poco el enfoque que ha tenido en
el estudio del modelado en hongos. Aun asi, es un modelo que fue usado para

examinar la relacién entre la temperatura y la tasa de crecimiento.

Rosso y cols (1993), propuso este modelo de temperatura que usa las tres
temperaturas cardinales temperatura minima (Tmin), temperatura maxima (Tmax),
temperatura optima (Topt) ¥ la tasa de crecimiento especifica a la temperatura
Optima. Este modelo se construyé empiricamente (observaciones y experiencia de
los modelos de bacterias) como una herramienta para describir los datos sin el
objetivo de una explicacion mecanicista. Una gran ventaja de este modelo es que
todos los parametros tienen un significado fisiolégico que facilita claramente las

estimaciones de los parametros iniciales. El modelo fue probado algunos afios mas
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tarde en un conjunto de datos de crecimiento de hongos, teniendo en cuenta Aw

como factor (Garcia y cols., 2009).

Otro tipo de modelo secundario son los modelos de probabilidad, estos modelos
son utiles cuando el objetivo es determinar si el crecimiento del patdégeno puede
ocurrir 0 no en condiciones especificas. Experimentalmente, el enfoque es mas
simple que para otros casos; los operadores deben codificar las respuestas como
0 (ningun crecimiento) o de 1 (crecimiento) se obtiene en una cierta combinacion
de factores extrinsecos e intrinsecos y después de un cierto tiempo. Para
determinar la probabilidad se utiliza una funcion matematica que use las técnicas
de regresion logistica, construyéndose a partir de respuestas limites de
crecimiento/no crecimiento sobre los factores considerados o a menudo una

vinculada a un modelo polinomial (Membre y Dagnas, 2013).

2.3.2.3. Variables que influyen en el crecimiento fangico

Actividad de agua (Aw): La Aw esté relacionada con el agua disponible en la
matriz y generalmente es el factor dominante en el control de la estabilidad y el
deterioro de los alimentos. Esta variable es el principal factor que influye en el
crecimiento de los hongos a diferencia de las bacterias, dado que el hongo necesita
disponer del agua libre (no asociada a solutos, etc.) para su desarrollo. La
variabilidad de la Aw afectara el crecimiento de manera que el hongo necesitara
més trabajo para obtenerla, disminuyendo su rendimiento (Greco y cols., 2017).
Sobre la base de Aw, se pueden definir dos tipos de hongos: hongos xerofilos, que
pueden crecer a bajas Aw (es decir, por debajo de 0.85), mientras que, los no

aerofilicos pueden crecer en Aw de 0.85 a 1. Algunas especies de Eurotium spp.,
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Wallemia spp., y Chrysosporium spp., son xerofilas, mientras que algunas especies

de Penicillium spp., y Aspergillus spp., no lo son (Membre y Dagnas, 2013).

Temperatura (T): El crecimiento del hongo estar4 siempre influenciado por la
Temperatura, puesto que todos tienen un rango de temperatura 6ptima que
favorece su crecimiento. Si hay una variacion en las condiciones oOptimas, el
metabolismo se altera y no hay desarrollo del hongo. Generalmente, el crecimiento
fungico esta dado de 25° a 45°C, aunque existen hongos que se pueden desarrollar
en temperaturas mucho mas bajas (Greco y cols., 2017). En el caso del hongo
Alternaria spp, éste se desarrolla en un rango de temperatura 6ptima de 24°C a
26°C y humedades relativas minimas (25-30%), hasta saturadas (90-95%).

Humedad relativa (HR): La humedad relativa del ambiente es una variable
determinante para el inicio y desarrollo de la enfermedad. La humedad relativa es
esencial para algunos patégenos, sobre todo en la etapa de germinacion de
esporas, formacién del tubo germinativo y su posterior penetracion. Suponiendo
gue hay suficientes nutrientes disponibles (caso de los alimentos), el crecimiento
del hongo se controlara principalmente por la temperatura y la humedad relativa
(Lépez y cols., 2012).

La estrecha relacion que existe entre los procesos de germinacion, desarrollo de
la enfermedad y las variables que influyen en el crecimiento de los hongos, abre la
posibilidad de explicar y predecir el comportamiento de este tipo de organismos a
traves del uso de modelos de simulacion matematica (Lopez y cols., 2012). Si bien,
no hay demasiados modelos validados, aun asi, Judet y cols (2010) en su

investigacion validaron el desarrollo de un modelo para predecir el efecto
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combinado de temperatura y Aw en la tasa de crecimiento radial del hongo. En
donde demostraron que los modelos cardinales pueden validarse en productos
agroalimentarios con una amplia gama de temperaturas y Aw. Asimismo,
Sandoval-Contreras y cols (2017) validaron el modelo para predecir el efecto de la
temperatura en las cepas de Aspergillus niger, demostrando que existe una
variabilidad menor en los modelos predictivos debido a que el hongo crece mas

lento en la fruta que en el medio de cultivo.

2.3.2.4. Ejemplos de modelos predictivos aplicados a hongos

En este tipo de modelos dedicados a los hongos, las variables més importantes a
incluir estén en funcién de las condiciones Optimas para el crecimiento. Tal como
nos indica Baert y cols (2007), que vieron el efecto de la temperatura de
almacenamiento en la tasa de crecimiento y la fase lag de seis cepas de Penicillium
expansum de hongos relacionados con manzanas. El estudio de las tasas de
crecimiento y las fases lag se estimaron mediante regresion lineal y evaluaron
varios modelos secundarios (cuadro 2, ecuacion 2), en donde el modelo Arrhenius

Davey proporciono el mejor ajuste a los datos observados.

Asimismo, Sandoval-Contreras y cols (2017) evaluaron el efecto de la temperatura
y tiempo en que se hacen visibles las colonias. Usaron un modelo secundario
(modelo cardinal de Rosso) para describir el efecto de la temperatura en la tasa de
crecimiento, teniendo un buen ajuste de resultados con el mismo. Finalmente,
Sardella y cols (2018) estudiaron el efecto de la temperatura en la cinética de
crecimiento del micelio en cuatro aislados de hongos poscosecha en pera.

Utilizaron el modelo cardinal (cuadro 2, ecuacion 3) para determinar la tasa de
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crecimiento (u) y la fase lag (A) de cada aislamiento, logrando un buen ajuste de
los datos. También, validaron el modelo en medios preparados de pulpa de pera
triturada e indéculos en las peras, obteniendo como resultados predicciones
correctas de R. stolonifer y B. cinerea y buena correlacién para los hongos P.
expansum y A. alternata.
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CAPITULO 3. JUSTIFICACION

La papaya es un fruto tropical que debido a sus caracteristicas nutricionales es
producido y consumido en diferentes paises, lo que representa una gran
importancia econdmica. Sin embargo, al ser un fruto climatérico con cascara fragil,
es susceptible a sufrir dafios fisicos, mecénicos y microbiolégicos en su recolecta
y manejo posterior, lo que lleva a ser un fruto altamente perecedero, con grandes
pérdidas postcosecha. Al respecto, los dafios microbiologicos, particularmente
provocados por hongos, representan la principal preocupacion de la comunidad
agroindustrial y cientifica observada como causa directa de la pudricion del fruto.
La irreversibilidad de estos dafos, repercute directamente en la economia a nivel
productor y empresa, asi como mercados locales, regionales e internacionales.
Ahora bien, pese a los diversos métodos de control fisicos (temperatura, humedad
relativa, etc.) y quimicos (fungicidas) considerados para mitigar las pérdidas, no
existe el cuidado riguroso que implica todo el manejo postcosecha. A partir de estos
razonamientos, la presente tesis expone la micologia predictiva, mediante el uso
de modelos matematicos, como una herramienta alternativa que describe el
comportamiento y crecimiento del hongo al manipular pardmetros ambientales
(temperatura y humedad relativa) en el almacenamiento y transporte de la papaya,

de manera que facilite el control y la prediccién de la vida en anaquel del fruto.

Es por ello que, al formular un modelo matematico para predecir el crecimiento del
hongo Alternaria spp., aislado de papaya (Carica papaya L.) en funcion de la
temperatura y humedad relativa del ambiente permitirA controlar la calidad de

papaya en su manejo postcosecha.

=24 -



CAPITULO 4. OBJETIVOS

-25-



CAPITULO 4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Aplicar un modelo matematico para predecir el crecimiento del hongo Alternaria
spp., aislado de papaya (Carica papaya L.) en funcion de la temperatura y
humedad relativa para determinar el comportamiento del hongo en postcosecha.

4.2. Objetivos Especificos

e Aislar e identificar morfol6gica y molecularmente el hongo fitopatdgeno de
la papaya (Carica papaya L.)

e Aplicar modelos matematicos para predecir el crecimiento del hongo
Alternaria spp. en funcion de la temperatura.

e Aplicar modelos matematicos para predecir el crecimiento del hongo
Alternaria spp. en funcion de la Humedad Relativa.

e Validar en papayas los modelos matematicos desarrollados.
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CAPITULO 5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Aislamiento e identificacién del hongo fitopatégeno

5.1.1. Aislamiento y purificacion

El proceso de aislamiento y purificacién de las cepas de hongo se llevé a cabo
segun el procedimiento de Guerra (2018) con algunas modificaciones. Se
muestrearon papayas infectadas de los mercados de Tepic, Nayarit y se tomaron
muestras de las lesiones caracteristica de una infeccion por Alternaria spp. Los
cortes fueron sembrados en cajas de agar papa-dextrosa (PDA) acidificado con
acido tartarico (1.4 % con respecto al medio). Las muestras fueron incubadas a
25°C durante siete dias. Para obtener las cepas puras, se realizaron re-

inoculaciones sucesivas en PDA hasta obtener un crecimiento puro y homogéneo.

5.1.2. Caracterizacién morfoldgica del fitopatégeno

Las colonias puras de los hongos fitopatdégenos aislados se describieron conforme
a métodos morfoldgicos tradicionales, tipicos para el género Alternaria spp., (tipo
de morfologia, tipo de micelio, color y didmetro de las colonias) (Farrera y cols.,
2007; Estrada y cols., 2017). La identificacion microscépica, se realizé mediante
técnicas de microcultivos. Para ello, se colocé una gasa estéril humedecida con
agua destilada, una varilla de vidrio en una caja Petri y sobre esta un portaobjeto.
Posteriormente se hizo un corte con ayuda de un bisturi estéril al medio de cultivo
(PDA) en cuadrados de aproximadamente 1 x 1cm y luego se coloc6 un cuadrado
en medio del portaobjeto. Con ayuda de un asa bacteriologica se tomaron indculos

del hongo a cultivar y se inoculo en los cuatro bordes del cuadro de agar, al finalizar
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se colocé un cubre objeto sobre el medio de cultivo y se incubo a una temperatura
de estrés (27°C) (Trujillo, 2010).

5.1.3. Identificacién molecular del hongo fitopatégeno

Para la identificacion molecular del hongo fitopatdogeno se sigui6 el protocolo de
Liu y cols (2011), para la extraccibn de AND gendmico con la siguiente
modificacién: se utilizé un buffer de extraccién (0.576g de NazHCO3 y 0.333g de
NaCOs. pH 9.6) en lugar de buffer de carbonato a 0.05M, adicionado con Tween
20. Del AND extraido se tom6 una alicuota de 1 yL para su amplificacion por PCR.
En cuanto a la reaccién de PCR se ajust6 a un volumen total de 25 L por reaccion
(1 pL del ADN gendmico, 5 pL de Buffer Green (X), 2.5 mM MgCLz, 0.5 puM dNTP,
1.25 puM del cebador iniciador, 1.25 uM del cebador inverso, 1.25 uL DMSO (%),
0.125 pL polimerasa y 12.125 de agua °PCR). La reaccion se llevé a cabo en un
termociclador tal y como lo indica White y cols (1990), una vez obtenido los
producto de PCR fueron separados en un gel de agarosa al 1.5% por electroforesis
90V por 1h. Se corrié el marcado 1lkbplus (3 uL de KbPlus, 3 pL Redgel y 4 uL de
AguaMQ), la muestra (7 uL de producto de PCR y 3 uL Redgel) y por altimo un
control negativo (todos los reactivos de la PCR sin el ADN gendmico). Al finalizar
se visualizo el gel por luz UV. Los productos obtenidos fueron enviados a
secuenciar al laboratorio Genewiz Global Inc. USA y una vez obtenidas las
secuencias las busquedas de similitud de secuencia se realizaron utilizando las
bases de datos del Centro Nacional de Informacion de Biotecnologia (NCBI) con

el programa de Herramienta de Busqueda de Alineamiento Local Basico (BLAST)
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5.1.4. Preparacion del inGculo

Para preparar el indculo fue realizada una suspension de esporas a partir de los
aislados puros. Para ello, se sembré el hongo fitopatégeno en agar Czapek (medio
de cultivo bajo en nutrientes) de 10-15 dias aproximadamente a temperatura de
estrés (13°C). A los cuales se les agregdé una solucién salina (0.85 % p/v)
adicionado de Tween-80 (0,1%) y raspando la superficie de las placas. La
suspension resultante se filtr6 asépticamente a través de una gasa estéril para
eliminar el micelio y se determiné la concentracién de esporas por medio de una
camara de Neubauer. Se ajusté a una concentracion final de 10° esporas/ml
(Gilchrist, 2005).

5.1.5. Medio de cultivo agar papaya (ACP), inoculacion e incubacion

Para el estudio de los modelos in vitro, se realiz6 un medio de cultivo exclusivo en
esta investigacion. Se disefid un medio natural que contuviese minimo 4% de
carbohidratos. Para ello, se tomé en cuenta la composicion quimica de la cascara
de papaya (Stefanello y Rosa, 2012) sana con grado de madurez de consumo, en
donde se adicion6 122 gr de céascara finamente triturada y 15 gr de agar
bacteriolégico por litro y se les ajusto el pH a 4.6 £ 0.5. Se esterilizé a 121°C por
15 min. Las placas de ACP se inocularon al centro de la placa por triplicado con 10
ML de la solucion de esporas de cada uno de los aislados. La incubacion se llevo
a cabo en dos fases: primero las placas de ACP inoculadas se incubaron por
tratamiento de diferentes temperaturas (13, 18, 22, 25, 28, 30 y 35 °C) y HR
constante (80 %). Segundo, las placas de ACP se incubaron por lotes a diferentes

HR (40, 60, 75, 80 %) y temperatura constante (25°C). En ambos casos, se
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revisaron a diario y tan pronto comenzo6 el crecimiento, los diametros (mm) de la

colonia se midieron en dos dimensiones con un vernier y se registraron.

5.2. Modelo matematico en funcion de la Temperatura

5.2.1. Disefio estadistico

De forma preliminar, se realiz6 un disefio factorial 3x5 con tres niveles de
temperatura (13, 25 y 30°C) y cinco niveles que correspondieron a las cinco cepas
aisladas de papaya. Para evaluar si las cepas aisladas eran diferentes
estadisticamente, para ello se evaluaron las medias con un estadistico Fisher LSD
y un a 0,05. Los datos fueron de velocidad de crecimiento fueron sometidos a un
analisis de varianza, para evaluar la homogeneidad a través de la relacion entre la
media y la varianza. Asimismo, para determinar el comportamiento y ajuste previo
de los datos obtenidos de las cepas se prob6 un modelo primario y secundario. El
ajuste de las curvas se realizé con el programa Statgraphic Centurion XVII. En esta
investigacion no se tomo6 en cuenta la Aw, debido a que en el consumo de frutas
frescas (no procesadas) la Aw debe rondar alrededor de 1 para que se considere

de calidad (Sandoval-Contreras y cols., 2017).

5.2.2. Modelo primario

Una vez hecho el andlisis estadistico y obtenido los datos de crecimiento de las
cepas en el medio ACP, para poder obtener la velocidad de crecimiento (u) y fase
lag (A) de las cinco cepas, se utilizé el modelo de Baranyi (Ec. 3, cuadro 3 de la
sesidn de antecedentes). El ajuste de los datos a las curvas se realizé con el

programa Statgraphic Centurion XVII, utilizando una regresion lineal y el algoritmo
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de Magqcuart en los modelos de Baranyi y Rosso respectivamente, con un 95% de

confianza.
Y =Yy + pd — In {1 + Z2Umaxd) -1l (Ec. 3)
0 K exp(Ymax—Yo) )
Donde
A=t+ ('u )ln [exp(_Umaxt) + exp(_.umax/D — exp (_.umaxt - :umax/D
max

En la ecuacién Y es el radio de la colonia (mm); Yo es el radio de la colonia al
tiempo t = 0, Ymax €S el radio maximo de la colonia en las cajas de Petri, y A es una
integral variable que va desde 0 a t en funcién de la curvatura de la gréafica: pmax
(mm/d) es la velocidad de crecimiento maxima; A (d) es la fase lag y t (d) es el

tiempo.

5.2.3. Modelo secundario

Para describir el efecto de la temperatura en el crecimiento de las cepas aisladas
de papaya, se utilizé un modelo cardinal con inflexion (CMI) desarrollado por Rosso
y cols. (1993) (Ec. 3, cuadro 4 de la sesion de antecedentes). La bondad del ajuste
se evaluo graficamente y al calcular el coeficiente de determinacién R?y los errores

cuadraticos medios (CME).

— ﬂopt(T_Tmax) (T_Tmin)z
(Topt=Tmin)[(Topt=Tmin) (T=Topt)—(Topt=Tmax) (Tope+Tmin—2T)]

(Ec. 3)

Donde Tmax, Tmin Y Topt SON los valores cardinales de temperatura maxima, minima

y Optima respectivamente, y Lopt €S la velocidad de crecimiento a la temperatura
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optima y T es la temperatura. También, fue usado un modelo polinomial (Ec. 1,
cuadro 4 de la sesion de antecedentes) para calcular el tiempo en que se hace
visible la colonia (tv). El tiempo tv se calculd utilizando la funcion Solver de Excel
(Microsoft, Redmond, WA) utilizando los parametros cinéticos obtenidos del
modelo de Baranyi.

t, =a+ bT + cT? (Ec. 1)

Donde T es la temperatura., a, b y ¢ son parametros estimados del modelo.

5.3. Modelo matematico en funcion de la Humedad Relativa
5.3.1. Disefio estadistico

De forma preliminar, se realizé un disefio factorial 3x5 con tres niveles de Humedad
Relativa (40, 60 y 80%) y cinco niveles que correspondieron a las cinco cepas
aisladas de papaya. De la misma manera que se realiz6 con el factor ambiental
(Temperatura), fue evaluadas las medias con un estadistico Fisher LSD y un a
0,05. Y se hizo un ajuste preliminar a los modelos primario y secundario. El ajuste

de las curvas se realizo con el programa Statgraphic Centurion XVII.

5.3.2. Modelo primario

Una vez que se obtuvieron los datos de crecimiento de las cinco cepas en las
distintas condiciones de incubacién para HR, se realiz6 de igual manera que para
la T, utilizando el modelo primario de Baranyi (Ec. 3, cuadro 3 de la sesion de

antecedentes) para el calculo de la velocidad de crecimiento () y fase lag (A).
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5.3.3. Modelo secundario

Para describir el efecto de la Humedad Relativa en la velocidad de crecimiento de
las cinco cepas aisladas, se utilizd un modelo secundario de Arrhenius modificado
Davey (Ec. 4). La bondad de ajuste se evaludé con el programa Statgraphic
Centurion XVII, utilizando una regresion no lineal y el algoritmo de Maqcuart con

un 95% de confianza.

B C
vel (n) = e HR ERD (Ec. 4)

Donde, A, By C son parametros estimados por el modelo. Asimismo, fue calculado
el tiempo en hacerse visible la colonia (tv) usando la misma ecuacion de Arrhenius-
Davey (Ec 4) al cambiar la variable velocidad por tiempo visible. También, para el
calculo del ty se hizo utilizando la funcion Solver como en el caso de la

Temperatura.

5.4. Validacién de los modelos en funcién de la temperaturay humedad

relativa

La validacion de ambos modelos (Temperatura y Humedad relativa), se realiz
segun la metodologia de Sardella y cols (2018) con algunas modificaciones, de las
cuales, para el caso de la temperatura se tomaron 5 papayas sanas con un grado
de madurez fisiolégica por cada condicién de T, se sometieron a un tratamiento
previo de calor a través de un bafio a 65°C por 20 seg para inactivar cualquier
microrganismo latente y se secaron a T ambiente. Posteriormente, se hicieron tres
incisiones por cada papaya para luego inocular 10 pL de una suspension con 1x10°

esporas/mL e incubarse a 13, 22 y 25°C y HR cte. (80%). Asimismo, se tomaron 5
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papayas sanas por cada condicion de HR, se hizo el mismo paso previo que en la
temperatura y se inocularon igualmente 10 pL de una suspension con 1x106
esporas/mL incubandose a 40, 75y 80% y T cte. (25°C). En ambos casos, una vez
gue obtuvimos los datos de crecimiento se utiliz6 nuevamente el modelo primario
de Baranyi y se hizo el ajuste correspondiente con el programa Statgraphic
Centurion XVII. La validacion matematica de ambos modelos (T y HR) fue hecha
mediante el calculo del factor de sesgo (Br) y de precision (Ar), como también el
uso del parametro estadistico RMSE el cual es una medida de la variabilidad

residual entre los valores pronosticados y observados.

rumse = [20p %) Vo)®
«’ n—p

)

NS

Zlog(

By = 10(—

)

5 Jlog ().

Ar =10
s n

Donde Vp, Vo y n, son el valor predicho, valor observado y el nimero de muestras

respectivamente y p es el nimero de parametros a estimar en el modelo.

-35-



CAPITULO 6. RESULTADOS Y DISCUSION

-36 -



CAPITULO 6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Identificacién del hongo fitopatdégeno

6.1.1. Identificacion morfolégica macro y microscopicamente

Del total de las muestras recolectadas de papaya, se obtuvieron cinco cepas del
hongo fitopatdgeno las cuales fueron codificadas como CpA-01, CpA-02, CpA-03,
CpA-04 y CpA-05. Estas se identificaron mediante el anlisis macro y microscopico
conforme a sus caracteristicas morfoldégicas. Se observaron similitudes
morfoldgicas en todos los aislados (Fig. 4), esto puede explicarse ya que el género
Alternaria spp., presenta consistencias en su apariencia macroscopica en una
diversa gama de medios. Las ligeras variaciones se deben a las diferentes

capacidades de adaptacion y absorcion de los nutrientes (Govind y cols., 2016).

Los caracteres fenotipicos de los cinco aislados presentaron colonias de forma
uniforme, con bordes continuos y filamentosos. El color del micelio de la mayoria
de los aislados fue crema-grisaceo claro, con anillos concéntricos intermedios de
color olivo-grisaceo, el micelio de los aislados CpA-02 y CpA-03 fue parcialmente
inmerso, mientras que los otros fueron mucho mas superficiales. La textura que
presentaron todos los aislados fue semi-algodonosa. EI crecimiento fue
generalmente rapido, 4-7 dias, con didmetro aproximado de 50 a 70 mm. Las
colonias llevan consigo un margen blanquecino prominente cuando se cultivan en
PDA (Fig. 4), esto concuerda con lo que reportd Troncoso y Tiznado (2014) y Elfar
y cols (2018), quienes aislaron especies de Alternaria spp. de tomate, manzana,
frutos citricos y papa, indicando que las especies de Alternaria spp. se caracterizan
con este crecimiento al ser sembrados en PDA, dado a la sintesis nueva de los

nutrientes.
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El envés de las colonias va de un color marrén oscuro a negro a excepcion de la
CpA-03 y CpA-05 que presentaron un color que va de marrén-crema claro con
algunas zonas negras. El color del envés se debe a la produccion de melanina que
caracteriza a este género (Patriarca y Pinto, 2018). En especies de Alternaria, la
clasificacion se basa principalmente en la morfologia y el desarrollo de los conidios
y conidiéforos y, en menor medida, en la morfologia de la colonia y en las

interacciones con el huésped (Basim y cols., 2016).

m—

CpA-02 &

Figura 4. Aislados de papaya (Carica papaya L.) del hongo Alternaria spp., en medio PDA de 5-7
dias. a: haz b: envés y c: conidios observados al microscopio 40X.

En cuanto a la caracterizacién microscopica, se han reportado varios medios para
la obtencién de los conidios (Govind y cols., 2016). En esta investigacion, los
cultivos no mostraron buena esporulacién en el medio PDA y se requirié de un
tiempo de entre 10 y 15 dias a 13°C en el medio Czapek (Charlton, 1953). Debido
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a que el género Alternaria spp. se clasifica como hongos imperfectos (no se le
conoce su estado de reproduccion sexual), algunos informes han reportado que
factores como la disponibilidad de nutrientes, el medio, la temperatura, la
humedad, el pH etc., pueden influir en la obtencién y formacion de conidios (Pitt y
cols., 2014; Basim y cols., 2016; Govind y cols., 2016).

Del analisis microscopico, los conidios que se observaron corresponden con un
color melanizado con aproximadamente 4 a 6 septos, la mayoria de las cepas
presentd conidios simples a excepciéon de la CpA-03 y CpA-05 que se producen
ramificados. Para todos los aislados, se encontraron conidios de formas alargadas,
medianas, segmentadas y elipsoide. El cuerpo de los conidios puede estrecharse
gradualmente hasta alcanzar la forma de un pico cénico, logrando hacer una
identificacion presuntiva como el género de hongo Alternaria spp. Estas
caracteristicas son consistentes con las obtenidas por Elfar y cols (2018) y Basim
y cols (2016), quienes aislaron el hongo de manzana y olivos respectivamente. Sin
embargo, estas estructuras pueden ser bastante complejas y presentar diversidad
considerable dentro del género, incluso entre taxones estrechamente relacionados
(Patriarca y Pinto, 2018). Por otra parte, las cepas CpA-01 y CpA-02 presentaron
conidios ovoides en las primeras etapas de desarrollo y un poco elipsoidal en su
desarrollo completo. En general, las cinco cepas presentaron tantos septos
longitudinales como transversales, esto concuerda con lo descrito por Simmons
(1967) en la tipificacion del género de Alternaria spp. Dado que la clasificacion por
especie puede ser laboriosa, Xiao y Zhu (2015) clasificaron los conidios de
Alternaria spp., aislados de arandanos como “conidios pequefios” menos de 60
micras y “conidios grandes” mayor a 60 micras, ademas, la clasificacion mostro
gue, conidios pequefios del género Alternaria contiene especies que son saprofitos

0 patégenos postcosecha y dado a su naturaleza cosmopolita, se pueden
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encontrar en una amplia gama de materiales y productos. Los resultados
presentados, podrian sugerir que los hongos aislados son patdgenos postcosecha.
Diversos estudios han logrado aislar A. alternata de papaya mencionandolo como
patdbgeno importante en postcosecha causante de la mancha o pudricion por
Alternaria spp. (Torres, 2000; Mulkay y cols., 2010; Molar y cols., 2011; Lemes y
cols., 2014; y Helal y cols., 2018).

Este género es muy conocido a su vez por ser patégenos en distintos productos.
Una de las caracteristicas mas relevantes de las especies patogénicas del género
Alternaria, es su capacidad de producir toxinas especificas para su hospedador,
asi como toxinas no especificas. De esta manera puede parasitar un gran rango
de hospedadores (Patriarca y Pinto, 2018). Sin embargo, las condiciones de
crecimiento pueden alterar las caracteristicas de la colonia, lo que hace que la
identificacion mediante el uso de conidios y morfologia de conidiéforos sea

bastante dificil y variada (Troncoso y Tiznado, 2014).

6.1.2. Identificacién molecular

Las cinco cepas aisladas de papaya fueron identificadas molecularmente mediante
amplificacion y secuenciacion de la region ITS1/ITS4 como Alternaria alternata
(cuadro 4). Las secuencias que se obtuvieron para cada especie fungica mostraron
una similitud del 100% con las especies correspondientes de Alternaria en el
GenBank. Este nivel de homologia es suficiente para confirmar la identificacion
morfoldgica de los aislamientos obtenidos. No obstante, este estudio sugiere que
hay variabilidad (Fig. 5b) dentro de la especie A. alternata, resultados que
concuerdan con Basim y cols (2016), quienes usaron la region ITS1/ITS4 para
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identificar A. alternata de olivos indicando que la especie fue diferente dentro de
las cepas que muestrearon. Aun asi, se debe considerar que se han reportado mas
de 1100 especies variables para el género Alternaria y el estudio de diversidad
genética de hongos entre especies e intra especies resultaria muy diverso para
este género. También, se ha revelado que las especies de Alternaria de conidios
pequefios no podrian diferenciarse completamente entre especies (Chandra y
cols., 2018).

Cuadro 5. Acceso de nucleétidos en el GenBank de los hongos aislado en base a

la region ITS.
Aislado Identificacion % de identidad No. Acceso
CpA-01 A. alternata 100 MH 362764,1
CpA-02 A. alternata 100 MK 224472,1
CpA-03 A. alternata 100 MH 084283,1
CpA-04 A. alternata 100 MH 084261,1
CpA-05 A. alternata 100 MH 356763,1

Troncoso y Tiznado (2014), informan que la identificacién de A. alternata ha sido
compleja, debido a la gran variabilidad dentro de la especie. Varios aislados de A.
alternata que se hicieron en Jap6n mostraron genotipos diferentes dentro de la
misma especie. Basim y cols (2016), indican que A. alternata muestra una
flexibilidad sustancial y variable en su identificacion que depende de varios factores
gue incluyen, la luz, la temperatura y la humedad relativa, asi como las condiciones

del sustrato.

Las cinco cepas de A. alternata que se aislaron dieron un producto de PCR

aproximadamente de 500pb (Fig. 5a), similar a lo reportado por Ramezani y cols
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(2019), para su identificacion como A. alternata aislada de tomate y por White y
cols (1990). Ambos estudios, sefialan que se amplifica un tamafio aproximado de
500-550pb del ADN gendmico fungico para las regiones ITS1/ITS4 en gel agarosa.
Trabajos previos han reportado que las variaciones en las condiciones de cultivo y
el hospedero podrian influir enormemente en la especie. Se deben diferenciar si
se utiliza el término “patotipo” en funcion de su especificidad al huésped (Troncoso
y Tiznado, 2014).

! A atemata CpA03
E 1 2 3 4 5 B —

A atemata CpA.05
A atemata CpA-01
1000pb

500pb ——b s seen Gl - D A atemata CpA-02

200pb A aternata CpA-04

Figura 5. Productos obtenidos de la amplificacién por PCR (a) obtenidos de Papaya en Tepic,
Nayarit. Carril M: marcador molecular, carril 1: aislado CpA-01, carril 2: aislado CpA-02, carril 3:
aislado CpA-03, carril 4: aislado CpA-04 y carril 5: aislado CpA-05 y carril B: control negativo. ) Y
el arbol filogénico construido en el software MEGA 7.0.el arbol filogenético (b) de la region ITS de

ADNr para los aislados de Alternaria alternata spp.

La Fig. 5 presenta el arbol construido mediante el método Neighbor-joining
basados en las secuencias 18S e ITS del ADNr, con un bootstrap de 1.000
iteraciones y se muestra las variaciones que contienen las cepas en su secuencia
de nucledtidos. Nishikawa y Nakashima (2018) describieron la variabilidad que

present6 la especie A. alternata aislada de fresa, asi como también la estrecha
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relacion filogenética en la misma especie, resultados similares se obtuvieron en
este estudio. Esto se explica porque los genes que conforman los ITS del ADNT,
tienen diferentes tasas de evolucién, por lo que hay zonas del genoma altamente

conservadas como otras muy variables (Vega, 2013).

La cepa CpA-03 y CpA-05 guardan una estrecha relacibn con el analisis
morfolégico descrito anteriormente. Si bien, se puede apreciar que los aislados no
corresponden a una misma cepa (Fig. 5b), estos hechos sugeririan la evolucion en
el patotipo presentado por la especie y su procedencia, asi como las condiciones
presentadas en un mismo sustrato (Nishikawa y Nakashima, 2018). Con este
estudio, se puede confirmar que A. alternata pertenece al grupo de las especies
gue son responsables del deterioro postcosecha de productos hortofruticolas, que
incluye especies saprdfitas, endofiticas y patégenas. La naturaleza cosmopolita de
las especies de Alternaria las hace importantes en una amplia gama de disciplinas.
Como sapréfitos, pueden provocar considerables pérdidas econdmicas a los

agricultores y la industria de procesamiento de alimentos (Pavon y cols., 2010).

6.2. Modelo del crecimiento fungico en funcién de la temperatura

6.2.1. Andlisis estadistico preliminar

Los datos obtenidos del analisis estadistico preliminar mostraron que existen
diferencias significativas (p<0.05) en la media de las velocidades de crecimiento
de cada una de las cinco cepas aisladas con respecto a las tres temperaturas
evaluadas (Fig. 6). Se puede observar que, a condiciones de temperatura bajas o
altas, la velocidad de crecimiento tiende a disminuir. A una temperatura de 25°C la
velocidad aumento significativamente. Estos cambios de velocidad guiados por la

temperatura los ha reportado Sautour y cols (2001), indicando que A. alternata se
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caracteriza por una fuerte disminucion en la tasa de crecimiento radial a
temperaturas bajas y a 26°C su velocidad tiende a aumentar. Varios autores
(Troncoso y Tiznado, 2014; Belbahi y cols., 2016; Patriarca y Pinto, 2018; Sardella
y cols., 2018) informan que esta especie tiende a aumentar la velocidad de
crecimiento radial cerca de su temperatura Optima, misma que puede variar
dependiendo del hospedero y las condiciones ambientales (T y HR). Estos datos

sugieren que la temperatura influye en la velocidad de crecimiento del hongo.

Por otro lado, el andlisis preliminar no mostré diferencias significativas (p>0.05) de
la temperatura en la fase lag (Fig. 6). Sin embargo, se observa una ligera
correlacion negativa (valores cercanos a -0.5; datos no mostrados). A medida que
disminuye la velocidad de crecimiento aumenta su fase lag. Estos resultados
pueden contrastarse con los obtenidos por Samapundo y cols (2007), quienes
encontraron una relacion inversa con la velocidad de crecimiento y la fase lag del
hongo Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus. Por su parte, Baert y cols (2007),
guienes encontraron un aumento en la fase lag a medida que se alejaba de la
temperatura 6ptima de crecimiento del hongo P. expansum aislado de manzana.
Alternaria alternata es un hongo capaz de adaptarse a condiciones extremas, por
lo que, no se considera significativas las diferencias en la fase lag a diferentes
temperaturas (Tansey, 1972). Asi mismo, la discrepancia de estos resultados con
los reportados en la literatura se podria deber, al hecho de que el crecimiento de
los hongos filamentosos es un fendbmeno muy complejo que involucra cambios
morfoldgicos, moleculares, celulares (Gral y cols., 2007) y a que la fase lag segun
Baty y cols (2004), es una etapa determinada por la cantidad de trabajo que debe
realizar la célula para adaptarse a su nuevo entorno y la velocidad a la que puede
realizar ese trabajo. En lo que concierne a las células como un estado fisiolégico

muy complejo, en la literatura no hay suficientes datos explicitos de la fase lag

- 44 -



debido a la falta de comprension fisiologica, dado que es un evento que esta
interconectado con la germinacion y velocidad de crecimiento. En nuestro estudio
fue manejado el mismo inoculo (1x10° esporas/mL) y las mismas condiciones del
medio de cultivo (ACP) en todos los ensayos, lo que pudiera explicar que la
temperatura no influyé significativamente, ya que segun Baty y cols. (2004) la fase

lag disminuye conforme se aumenta el tamafio del in6culo.
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Figura 6. Velocidad de crecimiento radial (mm/dia) y fase lag de las cinco cepas de A. alternata

en funcidn a la temperatura.

El andlisis estadistico, también mostr6 que no hubo diferencias significativas
(p>0.05) en la velocidad de crecimiento para las cinco cepas de Alternaria aisladas
(Fig. 7). Se puede observar que la velocidad minima fue la CpA-05 (2.9 £ 0.97
mm/dia) y la maxima la CpA-02 (3.7 + 1.42 mm/dia). Todas las cepas mostraron
un comportamiento similar en cuanto a la velocidad de crecimiento. Estos
resultados difieren con la velocidad de crecimiento reportada por Elfar y cols (2018)
para (A. tenuissima, A. arborescens etc.) en especial para A. alternata (8.1 mm/dia)
aislada de manzana. El comportamiento diferente que reportan Elfar y cols. (2018)
en las velocidades de crecimiento, se debi6 a las diferencias en las especies, la

matriz usada y las condiciones de temperatura. El comportamiento similar en la
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velocidad de crecimiento entre las cepas aisladas en este estudio pudiera
relacionarse principalmente con que son especies del mismo género y las
condiciones del medio ACP (Aw < 1) eran las mismas para cada cepa. Se ha
reportado en la literatura que la Aw tiene una mayor influencia en el crecimiento
miceliar de los hongos, debido a que estos utilizan la fraccion de agua disponible
para sus procesos de elongacion y extension de la hifa, y en la mayoria de las
frutas frescas, la Aw es cercana a uno (Prusky y cols., 1981; Dagno y cols., 2010;

Sandoval-Contreras y cols., 2017).

Por otra parte, el analisis estadistico mostré también que la fase lag tuvo un efecto
significativo (p<0.05) en cada una de las cepas (Fig. 7). Se puede ver que la CpA-
02 fue la que mas tardo en adaptarse y la fase lag de la CpA-04 fue mucho menor.
Este resultado, fue similar a la reportada por Solis y cols. (2017) quienes
observaron una fase de retraso aparente en medio PDA de 0.48 dias para A.

alternata.
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Figura 7. Velocidad de crecimiento radial y fase lag en funcion de las cinco cepas de A. alternata
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Los resultados sugieren que las cinco cepas aisladas tienen un comportamiento
completamente diferente. En esta etapa fisioldgica las células de cada una de las
cepas tendrdn un comportamiento distinto y caracteristico, asi como
probablemente se deba también a la naturaleza ambiental en las que se aislaron
las cepas. La velocidad de crecimiento es una caracteristica implicita del
microorganismo, reflejando comportamientos similares en la misma especie. A
diferencia, que su fase lag, esta se vera mas afectada por afectada por variables,

como el tiempo y la trayectoria ambiental (Carrillo y cols., 2014).

Por otro lado, se logré un ajuste del 99% al modelo primario de Baranyi (Fig. 8a) y
del 86% al modelo secundario desarrollado por Rosso (CMI). Dichos resultados
sugieren el uso del modelo CMI para poder describir el efecto de la temperatura en

el crecimiento de las cinco cepas de A. alternata es el adecuado.
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Figura 8. Analisis preliminar a | ajuste de los modelos a: Ajuste de la curva de crecimiento de los
hongos de Alternaria alternata al modelo de Baranyi. b: ajuste al efecto de la temperatura al
modelo de Rosso (CMI)
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Los datos de crecimiento se examinaron para determinar el comportamiento de la
varianza, indicando que las varianzas fueron homocedasticas (varianza constante)
y hubo mas variabilidad de datos a temperaturas alejadas de su crecimiento 6ptimo
por lo cual no fue necesaria hacer transformaciones a los datos de crecimiento
para el uso de los modelos. Este comportamiento en los hongos ha sido reportado
por Gougouli y Koutsoumanis (2010), quienes indican que ocurre un aumento de
la varianza en los parametros cinéticos del crecimiento fangico dado a las

condiciones estresantes.

6.2.2. Modelo primario

El rango de temperaturas utlizado para la generacion de los datos fue
representativo a las temperaturas ambientales en los frutos de papaya para su
manejo, transporte y almacenamiento, asi como los cambios ambientales de
temperatura que pueda sufrir durante toda la gestion del fruto aqui en México
(Sudhakar y Singh, 2011). El crecimiento miceliar en el medio ACP para las cinco
cepas a las diferentes temperaturas probadas, presentd caracteristicas
morfoldgicas diferentes en cuanto a color. Estas cepas crecidas en el medio ACP,
tuvieron un color de micelio blanquecino (Fig. 9) y con el paso de los dias cambié
a un color blanco-grisaceo; esto ha sido informado por Chandra y cols (2018),
guienes obtuvieron cepas de Alternaria de color blanco-grisaceo en un medio de
Agar jugo V8 aislada de semillas de calabaza; asi como por Simmons (1967), quien

también ha reportado cepas alvinas de A. alternata.

Los datos de crecimiento miceliar radial en el medio ACP para las cinco cepas en
funcién del tiempo, evaluadas a siete temperaturas y HR (85 %), fueron

consistentes con el crecimiento tipico de los hongos (fase lag, crecimiento lineal y
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una desaceleracion) a excepcion para la temperatura 35°C en la cual ninguna de
las cinco cepas de A. alternata crecid. En general, el comportamiento de los datos
en cuanto al crecimiento mostr6 un ajuste satisfactorio al modelo bifasico
propuesto por Baranyi (Ec. 3). Por lo tanto, este modelo describié perfectamente
el comportamiento en cuanto al crecimiento de los hongos y explico
satisfactoriamente a los datos experimentales. El anterior comportamiento de
linealidad en el crecimiento de los hongos se ha informado y modelado en varios
estudios con diferentes hongos, indicando que en la fase lineal la distribucion de
los nutrientes es constante y acelerada en la zona de crecimiento apical de las
hifas (Baert y cols., 2007; Lahlali y cols., 2007; Belbahi y cols., 2016).

Figura 9. Crecimiento de A. alternata en medio ACP al 5to dia a 25°C.

A parir del modelo de Baranyi, se estimaron los parametros de velocidad de
crecimiento (u) y fase lag (A), con ello se realizaron 15 graficos por cada
temperatura y las curvas que se obtuvieron fueron de forma similar en todos los

casos, con un ajuste satisfactorio para todos ellos (R?>98%; datos no mostrados).
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6.2.3. Modelo secundario

Para los modelos secundarios, se tomaron los parametros de la velocidad de
crecimiento obtenidos a partir del modelo de Baranyi. Los datos fueron ajustados
satisfactoriamente al modelo CMI (Cuadro 4; Ec 3) para describir el efecto de la
temperatura en la velocidad de crecimiento de las cinco cepas. Se puede observar
gue de los cinco aislados la CpA-01 tuvo una velocidad de crecimiento miceliar alta
con un valor estimado de popt = 4.78 mm/dia (Cuadro 6). Las velocidades de
crecimiento se pueden clasificar de la siguiente manera: CpA-01 > CpA-02 > CpA-
04 > CpA-03 > CpA-05, estos resultados son consistentes con los valores de Hopt
gue han sido reportados por varios autores (Sautour y cols., 2001, Sautour y cols.,
2002) para cepas de A. alternata. Sin embargo, Sardella y cols. (2018) reportaron
un valor de popt = 12.5 mm/dia para A. alternata aislada de pera utilizado también
el modelo CMI. La discrepancia con los resultados obtenidos en este estudio pudo
deberse a la diferencia en los medios de cultivo, ya que el género Alternaria se
comporta de forma diferente segun su hospedero y las condiciones ambientales
(Poursafar y cols., 2018).

Cuadro 6. Parametros obtenidos del modelo de Rosso (CMI) para las cinco cepas

de A. alternata aisladas de papaya.

Mopt
Cepa (mm/d |’a) Tmax (°C) Tmin (°C) Topt (°C) R?2 CME

CpA-01 4.78+0.23 31.7+1.71 -3.83+532 27.22+0.82 85 0.23
CpA-02 468+0.29 325+538 -657+797 2854+0.88 85 0.25

CpA-03 3.99+0.20 315*+1.75 -11.52+x7.76 27.15+1,00 82 0.13
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CpA-04 429+0.18 32.3+3.02 -539+5.08 28.33+x0.53 92 0.10

CpA-05 3.31+0.85 37.7%+63.62 -16.87+37.2 31.2+19.33 75 0.17

El modelo CMI estim6 una temperatura optima de crecimiento que vario entre 27 y
31°C dependiendo la cepa, aun asi, la temperatura Optima de las cinco cepas
estuvo cercana al valor de temperatura 6ptimo tedrico-experimental de crecimiento
(26-27°C) reportado por otros autores (Belbahiy cols., (2016); Troncoso y Tiznado,
2014). Estos autores, estudiaron el efecto de la temperatura en el crecimiento del
hongo A. alternata. Con respecto a la Tmin estimada. Los resultados que se
obtuvieron en este trabajo se pueden comparar con algunos estudios que se han
hecho para este género, en los que se reportan temperaturas de crecimiento bajo
cero (Sommer, 1985; Sautour y cols., 2002; Sardella y cols., 2018) a excepcion de
la CpA-03 y 05 que estuvieron muy por debajo de lo reportado. La Tmax estimada
por el modelo varié de 31 a 37°C dependiendo de la cepa. Los valores de R? fueron
aceptables entre 75 y 92% y los valores del cuadrado medio del error (CME)
estuvieron cercanos a cero. Estos datos nos sugieren un ajuste satisfactorio del

CMI al describir el efecto de la temperatura.

Al evaluar el efecto de la temperatura sobre la velocidad de crecimiento de las
cinco cepas, se observa que la tendencia general en la velocidad de crecimiento
es baja cuando la temperatura disminuye y aumenta paulatinamente conforme
aumenta la temperatura llegando a un punto maximo, para luego mostrar un
decremento a temperaturas mayores a los 30°C. Este comportamiento es tipico
para el crecimiento del género de Alternaria considerandose las distintas

variaciones con respecto a la temperatura (Troncoso y Tiznado, 2014).
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Figura 10. Velocidad de crecimiento (u) de las cinco cepas de A. alternata aisladas de papaya en

funcion de la temperatura utilizando el modelo CMI.

En esta investigacion, los datos que se obtuvieron de los graficos representan la
mayoria de las condiciones que se pueden encontrar cuando se trata del
crecimiento de hongos durante el manejo de la papaya. Para el modelo de la cepa
CpA-01 y 03 la temperatura 6ptima fue de 27°C y es en la que presenta el valor
maximo de crecimiento. Resultado similar de la estimacién de la temperatura
Optima obtuvo Belbahi y cols (2016) para A. alternata. Si bien, la temperatura
experimental para este género varia dependiendo del hospedero, Mulkay y cols.
(2010) informan que la pudricion generada por A. alternata en papaya puede darse
a 27°C en los centros de acopio, misma temperatura se inician los procesos de

infeccion (Troncoso y Tiznado., 2014).
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A partir del modelo, se indic6é una dependencia de la velocidad de crecimiento en
funcidn de la temperatura, es decir, la velocidad de crecimiento sera baja a medida
gue la temperatura disminuye. La CpA-01 tuvo una Tmin estimada de hasta -3°C y
la CpA-02 y 04 de hasta -6 y -5°C respectivamente. Si bien, el género Alternaria
no se considera un hongo psicrofilo, los resultados obtenidos por medio del modelo
predictivo concuerdan con los datos de crecimiento experimentales reportados por
Domsch y cols. (1980) para A. alternata a -5°C. Otras investigaciones indican que
esta especie es capaz de crecer a una temperatura de -2°C (Sommer, 1985).
Sautour y cols. (2002) utilizaron un modelo CMI para evaluar el efecto de la
temperatura en la velocidad de crecimiento de varios hongos, estimando una Tmin
de -2°C para A. alternata, resultado similar al que se obtuvo para la CpA-01 en la
presente investigacion. Se documentado también que A. alternata puede causar
lesiones significativas a temperaturas bajo cero en las frutas de hueso tales como,
ciruela, melocotdn y nectarina (Sommer, 1985). Por otra parte, la Fig. 10 muestra
un leve descenso en la velocidad de crecimiento de todas las cepas a medida que
la temperatura va aumentando por encima de temperatura 6ptima de crecimiento.
Sardella y cols (2018) utilizaron un CMI en la velocidad de crecimiento de A.
alternata simulado en un medio de pera. El modelo estim6 una Tmax de 35°C,
resultado similar y consistente con las Tmax que fueron estimadas para las cinco
cepas utilizando el mismo modelo (CMI) en esta investigacion. Si bien, no hubo
crecimiento en el medio ACP a 35°C, la Tmax estimada fue de 37°C. Varios autores
(Palou y cols., 2012; Troncoso y Tiznado, 2014) han reportado que A. alternata
puede crecer a temperaturas entre 35 y 40°C. Estudios sugieren que las
temperaturas de crecimiento para Alternaria pueden variar dependiendo de los

nutrientes, matriz alimentaria y el ambiente (Basim y cols., 2016).
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Estos resultados sugieren que la temperatura tiene un efecto significativo en la
velocidad de crecimiento del hongo y los modelos aplicados para las cinco cepas
de A. alternata, explican adecuadamente el comportamiento de los hongos en
condiciones de diferentes temperaturas manejadas para la papaya. Gougouliy cols
(2010) mencionan que dicho modelo (CMI) tiene un significado biolégico, ya que
puede proporcionar estimaciones de los valores minimo y maximo de los factores
ambientales que permiten el crecimiento, que no son faciles determinar
experimentalmente porque el crecimiento de hongos puede ocurrir después de

varios meses de incubacién a condiciones extremas.

Si bien, el crecimiento puede ser lento a altas temperaturas, asi como a bajas, los
modelos presentados en la investigacién podrian apuntar a A. alternata puede
crecer en condiciones de temperatura extremas en una matriz alimentaria como la
papaya. Esto puede deberse a que A. alternara tiene la capacidad de combinar
muchos ciclos de propagacion asexual, lo que le facilita su adaptacién al entorno
siempre cambiante. Asimismo, esta especie puede ser capaz de causar
enfermedades debido a sus toxinas no especificas para el huésped (Kgatle y cols.,
2018).

La mayoria de los estudios que han sido publicados sobre micologia predictiva
generalmente se han enfocado en la velocidad de crecimiento, parametro
importante para predecir el alcance de la contaminacion por el patégeno en el fruto
(Sandoval-Contreras y cols., 2017). Sin embargo, es imperativo conocer el tiempo
exacto en que el micelio empieza a aparecer, ya que éste es un indicativo de la
calidad en un alimento. Para la mayoria de frutas frescas, el producto es rechazado
tan pronto el micelio es visible, lo que ocurre poco después de la fase lag (Lahlali
y cols., 2007; Sandoval-Contreras y cols., 2017). Por lo anterior, finalmente se

calculo y modelé el tiempo en hacerse visible la colonia (tv) a partir de los
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parametros de Pmax Y A obtenidos del modelo primario (Baranyi; datos no
mostrados). Se encontrd una correlacion negativa entre la media del tvy la varianza
(datos no mostrados). Estos datos son consistentes con lo reportado por Sandoval-
Contreras y cols. (2017), quienes encontraron una correlacion negativa en su
reporte del tv del hongo A. niger aislado de limones. Esto nos sugiere que no fue

necesaria la transformaciéon de los datos (homocedasticidad).

Las CpA-03 y CpA-04 son las que menos dias tardaron en presentar visibilidad del
micelio (2mm) (Cuadro 7). Este resultado congruente a su fase lag (Fig. 7), dado
gue ambas cepas tuvieron una menor fase lag a diferencia de la CpA-01 que
relativamente tardaria mas en aparecer a esa misma temperatura 25°C (Fig. 11).
No obstante, las cinco cepas del hongo A. alternata aproximadamente el tiempo
requerido para que formen una colonia visible es en un dia y medio. Este resultado
esta de acuerdo con nuestras observaciones experimentales ya que, en un dia y
medio aproximadamente las cepas mostraron crecimiento visible en el medio

natural ACP a una temperatura de incubacién de 25°C.

Cuadro 7. Parametros obtenidos del modelo polinomial para las cinco cepas de

Alternaria alternata aisladas de papaya.

Cepa a b c R? CME
CpA-01 7.63+0.9 -0.48+ 0,9 0.01 + 0.002 90 0.04
CpA-02 8.09+1.0 -0.57+0,1 0.01 £ 0.002 90 0.05
CpA-03 3.36 0.5 -0.15+0,1 0.003 £ 0.001 83 0.01
CpA-04 8.87+0.6 -0.66+0,1 0.01 £ 0.001 95 0.02
CpA-05 2.79+0.2 -0.10£0,02 0.002 +0.001 88 0.004
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La tendencia que hubo en los gréficos fue inversa a la tendencia que se mostré en
la velocidad de crecimiento, es decir, una disminucion en el tiempo visible a medida
gue la temperatura se acerca a la 6ptima de crecimiento y un aumento en el tiempo
visible cuando las temperaturas son extremas. Como se puede observar en los
graficos, para los hongos CpA-01, CpA-02 y CpA-04 a temperaturas extremas, el
tiempo en que tarda en aparecer el micelio fue mayor, obteniéndose tiempos de 3,
2.4y 1.9 dias a 13°C respectivamente (Fig. 11). En la literatura, no se ha reportado
tiempos en que aparecen las colonias formadas por el género de hongo Alternaria
spp. Sin embargo, se han reportado para las especies (A. brassicola y A.
aborences) fase lag de hasta un dia (Govind y cols., 2016). Esto nos podria sugerir
gue cuando aproximadamente su periodo de adaptacion en un medio. Los modelos
mostraron un ajuste satisfactorio en general para las cinco cepas (cuadro 7), con
coeficientes de determinacion que variaron de 83 a 95%, lo que sugiere una
aceptable capacidad predictiva por el modelo polinomial. La respuesta del modelo
fue reportada por Silvay cols. (2010) y Mousa (2011), quienes utilizaron un modelo
polinomial para el hongo A. nigri en néctar de mango y A. flavus en arroz siendo
estos satisfactorios. A pesar de que los parametros (a, b y ) que arroja el modelo
no comprenden un significado bioldgico a diferencia del modelo CMI; esto ha sido
reportado por varios autores (Gougouli y Koutsoumanis, 2010; Belbahi y cols.,
2016).
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Figura 11. Tiempo en que se hace visible la colonia (dias; tv) de las cinco cepas de A. alternata
aisladas de papaya en funcion de la temperatura utilizando un modelo polinomial (t, = a + bT +
cT?).

La prediccién en los graficos muestra que para los cinco hongos tiende a ser mas
rapido el tiempo de visibilidad del micelio cuando esta cercano a su temperatura
Optima, este resultado difiere con los reportados por algunos autores Sandoval-
Contreras y cols (2017) y Gougouli y cols (2011). Estos autores estimaron tiempos
de hasta 4 y 3 dias en aparecer el micelio a 25°C para los hongos Aspergillus niger
y Penicillium corylophilum respectivamente. Para el caso de A. niger fue probado
en limones y para P. corylophilum en yogurt. Esta discrepancia es debida al tipo
de hongo que se usé y la matriz alimentaria probada, ya que el metabolismo de

cada hongo se comportara y desarrollara de forma diferente como organismos
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individuales y el medio es determinante a la hora de favorecer o no el crecimiento

de un hongo patogeno (Agrios, 2005).

Las predicciones arrojadas por el modelo usado (polinomial) en el tiempo en
hacerse visible el micelio nos sugieren que la temperatura tiene un efecto
importante en la aparicion visible del micelio del hongo en frutos de papaya. De
manera que podria ser rapida en temperatura Optima y mas lenta en temperaturas
extremas (bajas y altas). El retraso en aparecer el micelio se puede deber al hecho
gue algunas especies del género Alternaria, se han reportado como hongos
capaces de disminuir casi por completo su metabolismo en condiciones
desfavorables. Si bien, a esas temperaturas extremas hay reportes de crecimiento,
este sera mucho mas lento ya que su metabolismo es bajo, adaptandose hasta
presentar visibilidad de micelio (Narayanasamy, 2006; Troncoso y Tiznado, 2014;

Basim y cols., 2016).

Los estudios sobre la cadena de manejo y distribucion de la papaya han
demostrado las diferentes temperaturas a las que se puede verse expuesta la
papaya durante su transporte, venta minorista o almacenamiento. Si bien a menos
de 7°C en un estado de madurez comercial el fruto puede presentar dafios
fisioldgicos, se sabe que este género es capaz de crecer a temperaturas bajo cero,
aun asi, los rangos de temperatura manejados en la papaya se muestran a favor
del patdgeno (Sommer, 1985; Gonzalez y cols., 1999; Martinez y Gonzélez, 2006;
Guzman, 2007; Bernal, 2010). El buen ajuste de los datos al modelo, indicé el
comportamiento en el tiempo de visibilidad que presentara el hongo, bajo diversos
escenarios de temperatura. Esto podria ayudar a la toma de decisiones por parte
del encargado en la gestién de la papaya, ya que tendria aproximadamente pocos

dias para que el patdgeno se haga visible. Sin embargo, para tener confiabilidad
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del modelo en la toma de decisiones se debe hacer una validacion y posterior a

ello, simulaciones computacionales (Pérez-Rodriguez., 2017).

6.3. Modelo del crecimiento fungico en funcién de la humedad relativa

6.3.1. Analisis estadistico preliminar

Los datos obtenidos del andlisis preliminar para la humedad relativa mostraron que
hubo diferencias estadisticamente significativas (p<0.05), asi como también las
hubo (p<0.05) para la fase lag. Como se puede apreciar (Fig.12), la velocidad de
crecimiento aumenta a medida que la HR es alta y es inversamente proporcional a
la fase lag (A), ya que, A disminuye cuando aumenta la velocidad. Dicho
comportamiento es congruente con los que han reportados varios autores (Lahlali
y cols., 2007; Samapundo y cols., 2007; Yue y cols., 2011) para la velocidad y fase
lag de diferentes hongos. Esto se debe a que existe una relacion estrecha entre la
HR y la germinacion de esporas de los hongos, haciendo que esta no solamente
determine la germinacion, sino que también tenga un efecto importante en la
velocidad de crecimiento del micelio (Panasenko, 1967). La disponibilidad de agua
en el ambiente ayudara al desarrollo 6ptimo de las células acortando asi el periodo
de adaptacion del hongo en un determinado medio, reflejdndose en un crecimiento

mas rapido (Swinnen y cols., 2004).
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Figura 12. Velocidad de crecimiento radial (mm/dia) y fase lag (dias) de las cinco cepas de A.
alternata en funcion de la humedad relativa (HR).

Por otro lado, el estadistico mostré que hubo diferencias (p<0.05) para la velocidad
de crecimiento en funcion de las cepas, asi como también las hubo para su fase
lag (p<0.05). La Fig. 13 muestra que, la CpA-03 y CpA-05 son las que mas se
diferencian. Asimismo, se pudo apreciar que las diferencias en las cepas tanto para
la velocidad de crecimiento, asi como para su fase lag no estan tan marcadas.
Samapundo (2007) obtuvo resultados similares en el comportamiento del hongo
Aspergillus flavus. Esto se presentd probablemente a que la temperatura (25°C)
fue constante para cada cepa y no presenta variaciones marcadas en la

disponibilidad de agua en el ambiente.
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Figura 13. Velocidad de crecimiento y fase lag en funcién de las cinco cepas de A. alternata en
funcién de la humedad relativa

Del mismo modo, se logro tener un ajuste satisfactorio de los datos preliminares,

al modelo primario de Baranyi (R?> 99%; datos no mostrados), lo cual nos sugiere
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su uso para describir el crecimiento del hongo en funcién del tiempo. Sin embargo,
no se presentd un ajuste satisfactorio (R? < 20%; datos no mostrados) al modelo
secundario (CMI) desarrollado por Rosso. A partir del analisis preliminar, los datos
de cada una de las cepas fueron tomados individualmente en el desarrollo de
modelos para cada una de las cepas.

6.3.2. Modelo primario

El rango de humedades relativas para el desarrollo de los modelos fue también
representativo a los cambios en el ambiente que pueda sufrir la papaya durante su
manejo y almacenamiento (Sudhakar y Singh, 2011). Del mismo modo, las
caracteristicas morfolégicas que presentaron las cepas en los medios ACP en
funcién de la HR fueron las mismas a las presentadas en las condiciones de
temperatura (Fig.9). Asi, los datos de crecimiento miceliar en los medios ACP a
cuatro humedades relativas probadas y temperatura constante (25°C) fueron
consistentes a la curva sigmoidal (fase lag, crecimiento lineal y una pequefa
desaceleracion) que presenta el modelo de Baranyi. Igualmente, a partir del
modelo se logré obtener los parametros cinéticos de velocidad de crecimiento (u)

y fase lag (A) para cada una de las cepas (datos no mostrados).

Estos resultados nos muestran que el modelo primario desarrollado por Baranyi
gue se utilizd6 tanto para la temperatura, asi como para la HR, describe
adecuadamente los datos de crecimiento del hongo en funcién del tiempo. No
obstante, el crecimiento de un hongo no se puede considerar como el crecimiento
de un organismo unicelular. Dado a que sus multiples células estan conectadas en
los llamados elementos hifales o micelios, que surgen del crecimiento de una

espora y tras la germinacion, el crecimiento de este se polariza rapidamente
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mediante un mecanismo llamado ramificacion (Nielsen, 1992). Varios autores
(Lahlali y cols., 2007; Samapundo y cols., 2007; Gracia y cols., 2009; Membre y
Dagnas, 2013; Sardella y cols., 2018) han logrado representar matematicamente
las tres fases predominantes del crecimiento de un hongo, sefialando que el
modelo primario de Baranyi proporcionaria pardmetros cinéticos confiables y
reproducibles al crecimiento de un hongo. De esta manera, al representar de
manera adecuada el crecimiento, dicho parametros pueden ser usados en los

secundarios.

6.3.3. Modelo secundario

En cuanto al modelo secundario, el modelo que propuso Rosso (CMI) es uno de
los mas utilizados para describir el efecto de los factores ambientales en la
velocidad de crecimiento de un hongo, ya que los parametros incluidos en su
ecuacion algebraica (cuadro 4; Ecn. 3) dictan un significado e interpretacion
biologica (Dantigny y cols., 2005). En este estudio, los datos de crecimiento en
funcion de la HR no lograron tener un ajuste satisfactorio a este modelo. Existen
otros modelos secundarios como el modelo modificado de Arrhenius-Davey, que
dicta el efecto de la temperatura y la Aw en el crecimiento de un hongo. Al ser un
modelo empirico se pueden incluir desde un punto de vista practico otros factores
ambientales (HR, pH, etc.) dentro de dicho modelo. Su uso a estos nuevos factores
se determinard a partir del grado de éxito con el que se ajustan los datos
experimentales al modelo y se debe tener en cuenta que los valores determinados
para los parametros (A, B y C) de este modelo, reflejaran variables tales como el
sustrato, historia térmica y técnicas de laboratorio (Davey, 1989). La inclusion de
variables a los modelos secundarios debe ser aquellas que representen un cambio

a través del tiempo. Por lo que en esta investigacion no se tomo en cuenta el pH,
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dado que esté factor no es una variable que cambia drasticamente en frutas frescas
y en los hongos este factor no es muy determinante a la hora del crecimiento (Baert
y cols., 2007). También, para la inclusion de otro tipo de factores se toma en cuenta
por el objeto de estudio, para este caso fue fruta fresca y no una matriz alimentaria
formulada por lo que el pH no sé consideré en el modelo. Al igual que en los
modelos de temperatura, no hubo la necesidad de aplicar transformaciones a los
datos de crecimiento de las cepas, ya que las varianzas fueron homocedasticas
(datos no mostrados). No hubo una correlacion entre la media y la varianza de los
datos de acuerdo con lo que informé (Dantigny y Bensoussan, 2008) en la media
y la varianza de los datos de crecimiento de los hongos A. flavus y A. alternata, lo

gue sugiere que no es necesaria hacer transformaciones.

Hasta donde sabemos, en la literatura de la micologia predictiva, no existen
reportes de modelos matematicos predictivos en funcién de la HR y son pocos los
gue se encuentran en funcion de la Aw (Garcia y cols., 2009). El contenido de agua
en equilibrio con la atmdsfera se expresa en términos de humedad relativa, por lo
tanto, es la misma proporcion que la actividad del agua, pero expresada como un
porcentaje y esto sucedera cuando la Aw tienda al equilibrio con el medio. Esta
relacion de la Aw y HR ya se ha reportado por varios autores (Ayerst, (1969); Troller
y Christian, (1978)). Los datos de crecimiento miceliar de esta investigacion
mostraron un ajuste satisfactorio al modelo secundario de Arrhenius-Davey para la
descripcion del efecto de la HR en la velocidad de crecimiento de las cinco cepas.
Los parametros que se obtuvieron del modelo secundario de Arrhenius-Davey, se
indican en el cuadro 8. Se calculd la velocidad de crecimiento por medio de dicho
modelo (Ecn 4), obteniéndose velocidades que van de 3.3 mm/dia a 5.44 mm/dia

a una humedad del 80%. Resultado que coincide con lo que reporté Vaqueray cols
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(2014) para la velocidad de crecimiento de A. alternata (5.39 mm/dia) a una
Aw>0.9, a diferencia de lo que se obtuvo en la temperatura para este estudio,
siendo el valor mas alto 4,78 mm/dia. Lahlali y cols (2007), obtuvieron resultados
similares en el comportamiento de la velocidad de Botrytis cinerea frente a la
temperatura y Aw probados, indicando que la temperatura tiene menor influencia
gue la Aw. Esto que sugeriria que la velocidad de crecimiento del hongo podria
aumentar con la Aw. Dagno y cols (2010), sugirieron de igual manera que la
cantidad de agua disponible en el sustrato y el ambiente circundante es muy
importante para la velocidad de crecimiento en un hongo, debido a que esta

relacionada a los eventos de germinacion y proliferacion del micelio.

Cuadro 8. Pardmetros obtenidos del modelo lineal de Arrhenius para la velocidad
de crecimiento de las cinco cepas de Alternaria alternata aisladas de papaya.

Cepa A B C R? CME

CpA-01 3.23+0.26 -184.02+ 30.30 4510.6+8x10> 89  0.03
1480.15+

CpA-02 2.14+0.18 -66.72+ 21.43 5.6x10? 90 0.01
-221.66%

CpA-03 1.90+0.18 -12.85+ 20.76 5.5x10? 95 0.02
-2807.54+

CpA-04 0.92+0.12 89.03+ 13.82 3.6x10? 97 0.008
-371.17+%

CpA-05 1.43+0.41 -11.56+ 47.67 1.26x10°3 83 0.04

Si bien, los parametros (A, B y C) obtenidos del modelo Arrhenius-Davey no
presentan un significado e interpretacion biol6gica en la importancia del valor de

los coeficientes de regresion, el modelo parece tener buena concordancia en las
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predicciones hechas a los datos experimentales. Puesto que, como se observa el
coeficiente de determinacion vario de (83% a 97%), esto nos sugiere el uso a la
inclusion de este factor ambiental (HR) al modelo. Aun asi, la extrapolacion de los
datos a través de la prediccion hecha por el modelo se debe hacer con cierta
precaucion, tal como lo indicé Davey (1989). También, se obtuvo en los parametros
generados por el modelo (A, B y C), que al incluir este factor ambiental (HR)
empiricamente se muestra una alta desviacion estandar en dichos parametros
regresores. Varios estudios (Panagou y cols., (2003); Baert y cols., (2007); Tassou
y cols., (2007); Garcia y cols., (2011)) obtuvieron igualmente una alta variabilidad
en la desviacidon estandar de los parametros estimados por el modelo Arrhenius-
Davey al incluir factores ambientales tales como la pH, T y Aw respectivamente,
esto se podria explicar al hecho que la presiébn de vapor de agua al interior y
exterior del sistema que esta influenciada por la humedad relativa y esta no es
considerada por el modelo. Asimismo, ambos factores (pH y HR) se han incluido
de forma empirica. Por lo tanto, para futuros usos del modelo con este factor, se
requiere la interpretacién de mic6logos y matematicos expertos (Reyes-Rosas y
cols., 2012).

Se puede apreciar, la velocidad de crecimiento disminuye cuando la HR es baja,
va aumentando paulatinamente a medida que la HR aumenta, a excepcion de la
cepa CpA-04, lo cual muestra crecimiento considerable a partir de una HR de 60%
(Fig 14). Si bien, este género no es considerado xerofilo, Belbahi y cols (2016)
indicaron un comportamiento xerotolerante para esta especie (crecimiento a
Aw<0.85), resultado consistente con los presentados en esta investigacion. Esta
cepa (CpA-04) fue la unica que mostré un leve descenso a HR altas. Algunos

hongos de este género han presentado el mismo comportamiento a Aw>95 y
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HR>95% (Alam y cols., (1996); Sautour y cols., (2002)) dado que la saturacion
tanto del medio como del ambiente genera un desbalance osmético y microscépico
de agua en las células lo cual no permitiria el desarrollo del micelio aéreo por lo

gue el crecimiento tiende a ser limitado o restringido.
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Figura 14. Velocidad de crecimiento (u) de las cinco cepas de A. alternata aisladas de papaya en
funcion de la Humedad Relativa utilizando el modelo de Arrhenius-Davey.

Las predicciones que se obtienen de los modelos en los graficos revelan que a
mayor HR la velocidad de crecimiento de las cepas estudiadas aumentara. Estos
resultados son consistentes con los datos experimentales citados por (Humperson
y Phelps, 1989) para A. brassicicola, indicando que la velocidad radial de la especie
aumentara a una HR arriba del 80%. Este comportamiento se presenta debido a

gue la humedad relativa influira considerablemente en la germinacion, rebrote y
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aumento vegetativo de la especie (Vakalounakis, (1986); Alam y cols., (1996);
Green y Bailey, (2000); Andersen y cols., (2001); Sautour y cols., (2002); Govind y
cols., (2016)).

Dado que los limites de HR no son tan amplios para el caso de los hongos
(Panasenko, 1967), existen diversos estudios (Panasenko, (1967); Ayerst, (1969);
Pardo y cols., (2005); Lahlali y cols., (2007); Dagno y cols., (2010); Yue y cols.,
(2011)) en donde se observé la influencia que ejerce la Aw del medio y la HR del
ambiente en el crecimiento de un hongo. Se resalté que a diferencia de aquellos
hongos xerofilos (asociados a los deterioradores de granos o cereales), entre
mayor sea la HR o una Aw alta se favorecera la germinacion y el desarrollo hifal,
debido a la concentracion de vapor del agua en el sistema que promueve estos
fendmenos (germinacion y crecimiento) (Alam y cols., 1996). Asi también, entre
mas bajo sea este factor ambiental se reducira o desacelerara el crecimiento del
patdgeno. Esto puede darse ya que a nivel microscépico puede ocurrir una
condensacion del agua alrededor de los conidios impidiendo a su vez su desarrollo
y crecimiento (Panasenko, 1967).

En la micologia predictiva, existe una tendencia en sustituir la fase lag por el tiempo
de crecimiento visible. Esto se ha hecho debido a que la fase lag utilizada
ampliamente en las bacterias, es un término erréneo cuando se aplica a los
hongos, porque durante ese tiempo se produce la germinacion de esporas y el
crecimiento microscépico (es decir, alargamiento del tubo hifal, extension de hifas
y ramificacion) (Burgain y cols., 2013). El tiempo de visibilidad del micelio es un
parametro util en comparacion a la fase lag, dado que en términos de calidad

alimentaria un producto sera rechazado tan pronto el micelio aparezca. Por tal
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razén, al igual que en la temperatura, se modelo el tiempo en que se hace visible
la colonia de A. alternata en funcién de la HR. En tal caso, tampoco hubo la
necesidad de transformar los datos de crecimiento para el ajuste al modelo de
Arrhenius-Davey debido a que presentdé un comportamiento similar en la
correlacion de la media y varianza (datos no mostrados) como en el caso de la
Temperatura. En el cuadro 9 se muestra un ajuste satisfactorio (81%-98%).
Algunos estudios en la literatura (Davey, (1989); Yue y cols., (2011); Burgain y
cols., (2013); Huchet y cols., (2013)) han obtenido R? similares en funcién de la Aw

al uso de datos de crecimiento miceliar y tiempo de visibilidad con dicho modelo.

Cuadro 9. Parametros obtenidos del modelo lineal de Arrhenius para el tiempo en

B C
que se hace visible la colonia tv = e(A+ AR i) de las cinco cepas de Alternaria
alternata aisladas de papaya.

Cepa A B C R? CME
2673.78+

CpA-01 1.62 + 0.60 -146.48+ 66.27 1.72x10° 92 0.007
6995.34+

CpA-02 3.33+0.56 -330.53+ 61.39 1.56x103 97 0.007
-61169.2+

CpA-03 -11.22 +0.12 1667.27 + 8.25 1.80x10° 98 0.003
7422.19+

CpA-04 2.92 +0.66 -311.78+ 73.30 1.89x103 82 0.01
-532.30+ 12099.3+

CpA-05 5.14+1.08 1.18x10? 3.02x103 93 0.02

Se observa (Fig. 15) que la CpA-03 y CpA-04 son las que menor tiempo tardan 1

y 1.4 dias respectivamente en presentar visibilidad del micelio a una HR de 80%,
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calculada de la ecuacion. La tendencia para el tiempo de visibilidad en funcion a
esta variable, mostro (Fig. 15) que a HR bajas aumentara el tiempo de visibilidad
e ira disminuyendo a medida que la HR aumente. Pocos son los estudios en la
literatura que estan relacionados al tiempo de visibilidad del micelio de un hongo
con respecto a este factor ambiental (HR). Sandoval-Contreras y cols (2020)
obtuvieron un tiempo de aproximadamente 1 dia y medio a una HR del 80% para
C. gloeosporioides, resultado similar a esta investigacion. Asimismo, Burgain y cols
(2013) encontraron que el tiempo de visibilidad del micelio para el hongo
Penicillium chrysogenum tendia a ser menor a Aw >95% utilizando el modelo de
Arrhenius. No obstante, nuestros resultados difieren con los hallazgos de Huchet
y cols (2013), ya que ellos estimaron un tiempo de hasta 26 dias a una Aw (>80%)
y 25°C para el hongo Aspergillus candidus en tortas horneadas quienes usaron
también el modelo de Arrhenius. La diferencia notoria en el tiempo se debe a que
el hongo que los investigadores probaron es de caracter medianamente xerofilo y
Su crecimiento sera notorio en matrices de alimento con poca disponibilidad de

agua y HR baja, caso contrario para el hongo A. alternata.
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Figura 15. Tiempo de visibilidad (tv) de las cinco cepas aisladas de papaya en funcién de la
B C
Humedad Relativa utilizando el modelo de Arrhenius-Davey (tv = e(A+ ﬁ+ﬁ)).

Esta respuesta en el crecimiento y tiempo de visibilidad que presenta A. alternata
frente a la HR del ambiente, puede estar asociada al ajuste osmotico que
proporciona una mayor turgencia en la célula por el aumento de la HR,
expresandose en el crecimiento miceliar. A su vez, el retraso en el crecimiento del
hongo a medida que disminuye la HR, provoca un mayor potencial hidrico en los
espacios intracelulares donde la hifa fungica tiende a crecer. Si bien no se conoce
el potencial hidrico que evita el crecimiento o detiene la patogénesis en un hongo,
probablemente el aumento de éste al disminuir la HR, indicaria una pérdida de
peso en la fruta lo que causaria el retraso en el desarrollo y crecimiento (visibilidad

de micelio) del hongo (Prusky y cols., (1981) y Alam y cols., (1996)).
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6.4. Validacion de los modelos en funciéon de temperaturay humedad
relativa

La validacion realizada en la matriz real del alimento (papaya) mostré (cuadro 10)
gue, para la velocidad de crecimiento del hongo A. alternata en funcion de la
temperatura y con el uso del modelo CMI, se obtuvo un valor de 0.8 para Bry 1.4
para A:. Pérez-Rodriguez (2017), explica que un valor de uno para el Bs significa
gue las observaciones se distribuyen equitativamente por encima y por debajo de
las predicciones. Asi, nuestros resultados nos sugieren que al estar por debajo de
uno, los valores de velocidad pronosticados y/o predichos fueron mas bajos que
los observados (modelo con riesgo de fallas), es decir, que la velocidad de
crecimiento del hongo fue mas lenta en la matriz real del alimento (papaya) que en
el medio simulado. A su vez, el Asindicard que tan cercanas estan las predicciones
de las observaciones. Cuanto mas alejado este el valor de 1, menos precisa sera
la prediccion (Ross, (1996); Pérez-rodriguez, (2017)). Nuestros resultados
sugieren estimaciones precisas para la velocidad de crecimiento del hongo en

funcion de la temperatura.

Cuadro 10. Factor de sesgo (Br) y de precision (Ar) obtenidos para el conjunto de
datos (velocidad de crecimiento y tiempo de visibilidad) en la validacion de

Alternaria alternata en papaya.

Matriz
Hongo _de Modelo Variable Fact_or Bt As RMSE
aliment ambiental
0
Papaya Rosso v T (°C) 0.8 1.4 1.3
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A Arrhenius

alternat HR (%) 1.6 1.8 2.2
a -Davey
A. PO“”Iom'a TEC) 1.4 1.6 Lo
alternat Papaya Arrhenius tv '
a HR (%) 1.6 1.7 0.8
-Davey

Estos resultados concuerdan con los encontrados en un estudio reciente hecho
por Sardella y cols (2018), ellos llevaron a cabo la validacion de un modelo
predictivo CMI (Rosso) en el efecto de la temperatura sobre la velocidad de
crecimiento de varios hongos, incluido A. alternata. La validacion la realizaron en
peras, el factor de sesgo y precision que arrojo el modelo fue de 0.88 y 1.13
respectivamente para A. alternata. Esta respuesta en la prediccién, puede estar
influenciada a la propia matriz del alimento y al mismo modelo en si, ya que la
composicién del fruto es mucho mas compleja, y el hongo no solo se enfrenta a la
cuticula, sino que también a otros microorganismos saprofitos (Samapundo y cols.,
2007). Sin embargo, el mismo autor (Pérez-rodriguez, 2017) indicé que es un
rango aceptable para el factor de sesgo valores que van de 0.7 a 1.3. Con este
resultado obtenido de Ar, podemos sugerir que el modelo desarrollado por Rosso,
es un modelo preciso para describir la velocidad de crecimiento del hongo bajo la
influencia de este factor ambiental (T). Por otro lado, se obtuvo un valor de Br de
1,4 y uno de Ar de 1,8 para el modelo de Arrhenius-Davey en a velocidad de
crecimiento del hongo A. alternata en funcion de la HR. Estos resultados se pueden
comparar con los que fueron encontrados en un estudio realizado por Baert y cols
(2007), quienes presentaron el mismo orden de magnitud para los valores de Bry
At determinados en la validacion del modelo de Arrhenius-Davey en el efecto de la

temperatura sobre el crecimiento de P. expansum realizado en manzanas.
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También, varias investigaciones (Samapundo y cols., (2005) y Tassou y cols.,
(2007); Gracia y cols., (2011)) han obtenido buen rendimiento al uso de este
modelo en la descripcion de la velocidad de crecimiento para varios hongos como
Fusarium verticilliodes, Aspergillus carbonarius, A. parasiticus y en diferentes

matrices de alimento (maiz, vino, cafeé, etc.).

La mayoria de los resultados de Bty Ar obtenidos en este estudio, estan cercanos
y por encima de 1. El factor de sesgo, nos indicaria que las predicciones hechas
con el uso del modelo Arrhenius-Davey son mas altas que las observadas,
sugiriendo un modelo “seguro” dado que alberga un margen amplio de los valores.
Lo que lo convierte en un modelo conservador. Sin embargo, se debe tener mucho
cuidado en la extrapolacion de los datos, puesto que los pardmetros generados
por el modelo no presentan una interpretacién biolégica y puede introducir grandes
errores al modelo (Sundberg, 1998). Asimismo, el uso de este modelo (Arrhenius-
Davey) para el tiempo de visibilidad del micelio del hongo influenciado por la HR,
indicaron predicciones conservadoras. Ahora bien, otra manera de evaluar o de
examinar la proximidad entre las observaciones y predicciones es a través de
indices estadisticos como el RMSE (cuadro 10). En términos de rendimientos, las
precisiones de las predicciones de los modelos tanto para la velocidad de
crecimiento como para la visibilidad del micelio del hongo A. alternata, sugieren el
siguiente orden Davey<Rosso y polinomial<Davey respectivamente, esto esta en
acuerdo con la literatura (Panagou y cols., (2003); Samapundo y cols., (2005);
Tassou y cols., (2007); Garcia y cols., (2011); Mousa y cols., (2011)). Los autores
sefialan que, las precisiones de las predicciones en la velocidad de crecimiento,
con el uso del modelo de Arrhenius-Davey son inferiores a las del uso con el

modelo de Rosso. Sin embargo, estos valores pueden cambiar debido al
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comportamiento que presentaran los datos de crecimiento de los distintos hongos
y matrices, asi como también las respectivas transformaciones hechas a los datos.
Si bien, ambos modelos (polinomial y Davey) no cuentan con una interpretacion
bioldgica. Mousa y cols (2011) sefiala que el modelo de Arrhenius es mucho mas
preciso en la posibilidad de modelar el crecimiento de un hongo, bajo la influencia
de ciertos factores ambientales incluidos de forma empirica. Esto se debe a que la
ecuacion de Arrhenius fue interpretada a partir de bacterias y Davey la extrapolo
al andlisis de hongos (Davey, 1989), caso contrario con el modelo polinomial, ya

que este ultimo carece de universalidad (Baranyi y cols., 1996).
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Figura 16. Comparacion de las velocidades de crecimiento del hongo A. alternata predichas vs

observadas. a: en funcién de la temperatura 'y b: en funcion de la HR

Como se puede visualizar, la ubicacion y distribucion de los datos a la linea de
equivalencia (concordancia perfecta entre predicciones y observaciones) fue mas
homogénea para la velocidad de crecimiento en funcion de la temperatura, es

decir, los datos de validacion se distribuyeron uniformemente con buena
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concordancia, a diferencia que en la HR. Pérez-Rodriguez (2017) sefiala que, si
los puntos de datos se situan principalmente por encima de la linea de equivalencia
(Br>1), el modelo se puede considerar “seguro” ya que sobrestima a los datos
(velocidad de crecimiento y tiempo de visibilidad), de esta manera el modelo
lograria tener un enfoque més conservador y preferido desde un punto de vista de

seguridad alimentaria.

Tiempo visible predicho
Tiempo visible predicho

0.5

0 0.5 1 15 2 2,5 3 35 0 0.5 1 1.5 2 2.5 3
Tiempo visible observado Tiempo visible observado

Figura 17. Comparacion de los tiempos de visibilidad del micelio del hongo A. alternata predichos

vs observados. a: en funcion de la temperatura y b: en funcién de la HR.

Caso contrario a que si lo puntos se sitan por debajo de la linea de equivalencia,
el modelo seré& considerado “poco seguro”, ya que el modelo subestima a los datos
(v y tv). Nuestros resultados en ambos gréaficos (Fig. 16 y 17) confirman el
rendimiento que presentan los modelos, aprecidndose un enfoque mas
conservador de los datos. De esta manera se logra estipular una base al uso de
estos modelos en la micologia predictiva.

El rendimiento de los modelos explica que tan veraces son a la hora de realizar

predicciones de un conjunto de datos de crecimiento. Todos los patrones de
tendencia y comportamiento de A. alternata que se generaron a partir de los
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modelos, significan los diferentes cambios que presentard el patogeno en la

papaya bajo la influencia de la temperatura y humedad.

Alternaria alternata no se considera el patdégeno principal de la papaya, aun asi
este es uno de los hongos que lleva consigo un mecanismo rapido de adaptacion
al ambiente y a su hospedero. Este es hongo capaz de infectar diferentes frutas,
bajo un rango amplio a condiciones ambientales (Singh & Sudhakar Rao, 2011).
La mayoria de productores de frutas (en especial la papaya) concuerdan que una
de las problematicas mas destacadas son las enfermedades fungicas, una vez son
cosechados los frutos. En la gestion del manejo de la papaya los requisitos del
mercado y la madurez fisiologica del fruto constituyen los aspectos basicos para
determinar el momento de recoleccion. No obstante, también es importante
considerar las condiciones climaticas y todo apoyo logistico, ya que permiten
planear mejor la cosecha y responder a las eventualidades de manera segura. En
dicha gestion, implica conocer los siguientes aspectos: la distancia en la que se
encuentra el mercado, las posibles rutas, el personal disponible y capacitado, la
disponibilidad de elementos y de vehiculos para la cosecha y el transporte, los
dias, horas de compra y de despacho, el tiempo de espera y las condiciones de
almacenamiento (temperatura y humedad relativa del contenedor, donde la HR
debe estar en un rango de 80-90% para no deshidratar el fruto) en los puertos,
entre otros. Asi, nuestros resultados apuntan a que los modelos matematicos
predictivos contribuirian en la prevencién y control de enfermedades fungicas,
apuntandose como una posible herramienta practica y accesible, de facil
adaptacion a través de softwares de forma que el productor pueda anticiparse a

los diferentes escenarios ambientales. No obstante, para una herramienta de
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prediccion completa se debe extrapolar a una simulaciéon computacional (modelos

terciarios) antes de ser utilizada en predicciones.
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CAPITULO 7. CONCLUSIONES

Los hongos aislados de papaya se identificaron como Alternaria alternata. El
patégeno puede ser capaz de afectar a este tipo de frutas y reducir su rendimiento

y calidad.

El modelo de Rosso fue adecuado para predecir la velocidad de crecimiento del
hongo A. alternata en funcién de la temperatura de manejo del fruto. Los
parametros que fueron estimados por el modelo de Rosso (popt, Tmin, Tmax, Topt),
dieron informacién acerca de las condiciones que se necesitan para que el hongo

presente 0 no un crecimiento.

El modelo polinomial y Arrhenius-Davey lograron predecir el tiempo de visibilidad
del micelio de A. alternata en funcion de la temperatura y humedad relativa,

respectivamente. Este es un pardmetro que resulta util para la gestién de la

papaya.

El modelo de Arrhenius-Davey resulto adecuado para predecir el comportamiento
gue presentara A. alternata bajo el efecto de la humedad relativa en papaya. Para
obtener una informacion precisa se necesitara estudiar mas de cerca este

fendmeno mediante simulaciones computacionales.

Se lograron validar las predicciones hechas por los modelos, estas resultaron

adecuadas para la descripcion del crecimiento real del hongo en papaya.
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