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Abstract/resumen de la investigacion

Hemos integrado etanol diluido (5 a 10% v / v) en una simulacién de laboratorio de practicas de
empagque existentes como un refuerzo para mejorar el control de la antracnosis del mango que
proporciona actualmente el tratamiento de cuarentena de agua caliente. El etanol es bien
conocido por aumentar sinérgicamente la letalidad de agua caliente para patégenos poscosecha.
En una investigacion preliminar llevada a cabo aqui en UF, Gainesville, soluciones calientes de
etanol (2-8%) inactivaron completamente el patédgeno de la antracnosis en los tejidos de frutas
enfermas, mientras que el etanol diluido en agua fria o agua caliente solo fue fungistatico
(inhibicion temporal). El tratamiento con agua caliente es una operacién comun en las
empacadoras que participan en el comercio de exportacién de mango. Nosotros propusimos
disefiar un tratamiento con etanol diluido que puede lograr el mismo control sinérgico observado
en el laboratorio en los mangos empacados para uso comercial. El etanol es un producto quimico
GRAS y no requeriria un registro si es usado como aditivo en la empacadora. Las bacterias y los
hongos expuestos a niveles letales de etanol no han mostrado signos de desarrollar resistencia.
Ciertos microbios pueden desarrollar cierta resistencia a niveles daninos (no letales) de calor,
pero esta tolerancia no parece persistir dentro de la poblacion tratada.

Objetivos:

Prevenir el desarrollo de infecciones latentes de antracnosis que no son visibles en los mangos
al momento del empaque y hacerlo mediante modificaciones de bajo costo en los equipos y
procedimientos de las empacadoras.



Importancia y Antecedentes:

La antracnosis es el principal causante de la pudricién de los frutos de mango en
poscosecha. Lesiones de color negro con borde indefinido y de mas de 2 cm de didmetro son
comunes en los frutos de mango maduro destinados al mercado (Aruaz, 2000). La incidencia de
antracnosis es de casi el 100% en fruta producida en climas con alta humeda y fuerte
precipitaciones. Las lesiones tempranas se limitan principalmente a la piel, pero el patégeno
crece en la pulpa cuando la fruta madura. En la cosecha, la fruta tiene muchas infecciones
latentes donde el patégeno, Colletotrichum gloeosporioides existe como un apresorio unido a las
células epiteliales de la fruta, inclusive si la hifa infectiva no ha penetrado la capa celular. En fruta
verde el desarrollo del hongo es inhibido por los metabolitos endégenos producidos en la fruta.
Cuando la fruta comienza a madurar estos compuestos fungicidas se disipan y el patdégeno
continua colonizando el fruto. Las estructuras infecciosas del patédgeno se encuentran en o muy
cerca de la superficie de las frutas durante la fase latente del ciclo de infeccién. Esto proporciona
una oportunidad para obtener un mejor control post-cosecha en la superficie de la fruta, en el
momento en que el patdégeno esta latente.

El tratamiento de agua caliente en el mango es requerido por las normas de cuarentena
para evitar la introduccién de ciertos insectos en areas protegidas, haciendo uso de los
protocolos para la importaciéon de mangos en los mercados de Estados Unidos subscritos por el
USDA - APHIS (Aruaz de 2000, el USDA, 2013). El desarrollo del patégeno causante de antracnosis
es sensible a temperaturas elevadas (> 30 ° C / 86°F). La infeccion se produce rapidamente a
temperaturas que van desde 20 a 30 ° C (68 a 86°F) y las temperaturas dptimas varian de acuerdo
a la cepa del patégeno (Aruaz, 2000). Sin embargo, el desarrollo del patégeno se inhibe o se
previene a temperaturas fuera de este intervalo. Temperaturas altas pueden ser letales para el
patégeno pero la superficie de mango puede ser dafiada por la exposicidén a altas temperaturas,
causando lenticelas hundidas, escaldadura superficial, capas almidonosas en la pulpa, hombros
hundidos y formacion de cavidades internas. En general, el tratamiento cuarentenario con agua
caliente a una temperatura constante de 46.1°C (115°F) como es requerido por la reglamentacion
cuarentenaria tiene un control parcial de la antracnosis, principalmente cuando los niveles de
infeccion son bajos (McGuire, 1991). Sin embargo, este tratamiento no es capaz de controlar
completamente la infeccién. En nuestra previa investigacion (Bartz et al., no publicada), las
temperaturas y la duracion de los tratamientos requeridos para la inhibicién de la antracnosis
fueron reducidas cuando el agua caliente contenia etanol. El etanol aplicado como vapor también
retarda la maduracion y reduce el desarrollo de microorganismos en rebanadas de mango (Plotto
et al., 2003). El equipo de investigacion de Plotto también determino los limites mdximos de la
concentracion de etanol para evitar el desarrollo de aromas anormales, causantes del mal sabor,
en las rebanadas de mango.

El trabajo no publicado de nuestro laboratorio (citado antes) fue realizado por un
investigador invitado de la India quien aplicd a mangos de la variedad ‘Tommy Atkins’ un
tratamiento de 1 hora en agua caliente (46.1° C/115° F) simulando el tratamiento cuarentenario
y luego almacené las frutas a 24°C (75°F). Cuando el almacenamiento fue concluido (20 dias
después del tratamiento), las frutas que fueron tratadas con agua caliente conteniendo 4% de
etanol estuvieron completamente libres de antracnosis. Las frutas tratadas con solo agua



caliente, con agua caliente al 2% de etanol o agua a temperatura ambiente (24°C) conteniendo
2, 4 0 8% de etanol presentaron lesiones. Un mejor control fue conseguido cuando las frutas
fueron almacenadas a 40°C (104°F) por 24 horas ademas de la aplicacién del tratamiento con
agua caliente conteniendo 4% de etanol.

Gabler, et al. (2004) proporciono evidencia que las soluciones calentadas de etanol tienen
un efecto sinérgico sobre las esporas de diversos patdgenos causantes de pudricion en
comparacion con calor solo o etanol solo. Gutiérrez-Martinez et al. (2012) reporto acerca de la
combinacidén de etanol y agua caliente para controlar otros dos patdégenos poscosecha de mango,
pero las concentraciones utilizadas en las pruebas fueron de 10 a 30%. Sin embargo, no
consideramos practico la adicion de etanol directamente a los tanques de tratamiento de
cuarentena de agua caliente, dado el volumen de los tanques y la probable evaporacion del
etanol del agua caliente. Por otra parte, no creemos que un tratamiento de almacenamiento de
calor de aire seco de 24 horas es viable en las empacadoras de mango comerciales. Proponemos
qgue el etanol diluido podria ser aplicado a los mangos de tres maneras que a su vez ofrezcan
minimos cambios en el disefio y operacion de empaque:

1. Como un enjuague de aspersién recuperable aplicada a las frutas a la salida del
tanque de lavado, antes de la pre-calibracidn y del tratamiento cuarentenario con
agua caliente. Este tratamiento podria causar una pequefia demora entre el
enjuague y el tratamiento cuarentenario con agua caliente para permitir que el
etanol residual pueda ser absorbido por la superficie de la fruta.

2. Como un tratamiento de vapor cuando las frutas se recuperan del tratamiento
cuarentenario con agua caliente (poner una cobertura pldstica sobre cada cajén de
fruta tratada con agua caliente e inyectar etanol bajo la cobertura o rociar frutas
tratadas con agua caliente con etanol justo antes de colocar la cobertura sobre la
paleta)

3. Como aditivo del agua de hidro-enfriado para aquellas empacadoras que usan hidro-
enfriado después del tratamiento cuarentenario con agua caliente

Métodos:

En ensayos iniciales, secciones de tejido de la fruta que mostraba sintomas resientes de
pudricion fueron cortados y expuestos a varios niveles de calor (hasta 54°C) con la dilucion de
etanol, por diferentes intervalos de tiempo para poder establecer la sensibilidad de las
estructuras del patogeno al calor y al etanol. Concentraciones de etanol en ambiente (24°C/75°F)
y en agua caliente (46.1°C/115°F) fueron basadas en investigaciones previas, asi como en
publicaciones cientificas (alrededor 2 to 40%). El tratamiento de vapor fue basado en el reporte
de Plotto et al. (2003), pero se evitd usar niveles que produzcan mal sabor en la fruta. Los
tratamientos control incluyeron: (1) tratamiento de calor sin etanol; (2) tratamiento con etanol
sin calor; (3) sin tratamiento de calor ni etanol y (4) etanol incorporado al tratamiento
cuarentenario como se discutio en nuestros ensayos preliminares. La eficacia de la prueba seria



basada en el desarrollo de lesiones o el crecimiento de patégenos en medio de cultivo en placa
Petri o en la calidad de la fruta en almacenamiento.

Tratamientos y evaluacion:
Tres procedimientos fueron usados para evaluar el efecto de etanol en el tratamiento de
agua caliente (tratamiento cuarentenario) del mango.
1. Etanol fue incorporado al agua caliente a una concentracién final de 10%.

2. Fruta tratada con agua caliente (tratamiento cuarentenario) fue hydro-enfriada
con soluciones de etanol de 5 0 10%.

3. Fruta tratada con temperaturas altas fue expuesta a un enjuague de etanol como
una simulacién del tratamiento de vapor.

Resultados:

Dos grandes ensayos fueron ejecutados en el laboratorio post-cosecha en Gainesville con
fruta cosechada en los campos del Centro de Investigacién y Educacién Tropical (TREC siglas en
inglés) UF/IFAS en Homestead. En la primera prueba, la fruta fue contaminada con latex. Etanol,
particularmente cuando es combinado con calor, aparentemente disolvié el latex, lo que
ocasiono severas escalduras en la superficie de la fruta. El dafio usualmente ocurre sobre las
superficies que fueron expuestas a un chorreo de latex durante la cosecha (Fig. 1) impidiendo
una evaluacion del control de antracnosis.

Fruta obtenida de TREC para el Segundo ensayo tuvo severos dafos de antracnosis antes de ser
tratada (Fig. 2). Ninguno de los experimentos paro o redujo el desarrollo de los sintomas.



Figura 1. Evidencia de que la superfice afectada por el etanol caliente diluido estaba relacionado
a los depositos de latex secos en la superficie de la fruta—flechas indican los dafios.

Figure 2: Mangos usados en el segundo ensayo. Sintomas severos de antracnosis fueron
observados previo a los tratamientos y continuaron su expansion despues del tratamiento.




Un tercer ensayo fue ejecutado en mango (‘Keitt’) comprado a un agricultor en un fundo
localizado en Pine Island, FL. La fruta control estaba severamente infectada a los 16 dias de
almacenamiento, con un promedio de 74% de la superficie de la fruta cubierta de lesiones.

Tabla 1. Tratamiento de ‘Keitt’ obtenido de Pine Island (otofo, 2014)

Tratamientos Area con pudricién significancia
Control 74.17 A

QHW con 5% etanol 12.93 B

QHW +HC 9.85 BC

QHW + HC con 5% etanol 7.83 ch

QHW 7.13 CD

QHW + HC con 10% etanol 6.00 D

Fruta almacenada por 16 dias a 20°C

QHW = 60-minutos a 46.1°C tratamiento cuarentenario de agua caliente

HC=agua mas etanol a 21°C aplicado a la fruta por 20 minutos después de los reglamentados 30
minutos de reposo seguido de QHW. Temperatura final de la pulpa= aprox. 25°C.

La fruta con menos dafo al final del almacenamiento fue la fruta que recibid el
tratamiento cuarentenario de agua caliente y la fruta que fue hidro-enfriada con 5 o 10% de
etanol después del tratamiento cuarentenario con 6 hasta menos de 8% de la superficie cubierta
con lesiones. El tratamiento caliente (tratamiento regular cuarentenario) con 5% de etanol
también mostro una reduccién significativa en la severidad de la pudricién. Sin embargo, la fruta
gue solo recibié el tratamiento cuarentenario sin etanol mostro menos dano por antracnosis de
manera significativa (12.93 versus 7.13%, respectivamente). No hubo evidencia que el
tratamiento por etanol estuviera relacionado al dafio en la piel de la fruta.
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Durante la baja de produccién de mango en Florida, fruta ligeramente afectada fue
obtenida de mercados locales. Lesiones pequefias con un poco de tejido fueron removidas de la
fruta. Este tejido fue expuesto a varios tratamientos, luego fue cultivado en un medio de cultivo
(APDA) para determinar si la viabilidad del patégeno fue afectada. Un nuevo tratamiento de
calor, de corto tiempo (5-10 minutos) a altas temperaturas (54°C) fue usado, debido a que se
encontro en la literatura que 54°C es la temperatura mas alta tolerable para la fruta de mango.
En la fruta entera (comprada de mercados locales) expuesta a esta temperatura por 10 minutos
no se observé ningun dafio. El patdgeno fue erradicado de las partes de la fruta que presentaron
pequefios signos de infeccidn, cuando estos fueron expuestos a 54°C por 5 o 10 minutos. No se
observd ningln crecimiento en estas partes de la fruta, por otro lado, un alto crecimiento del
hongo se observd en partes de la fruta tratada por 5 0 10 minutos con etanol al 4 o0 8% pero a
temperatura ambiente. No se detectd ningun efecto en la erradicacién del patégeno cuando el
etanol fue adicionado a agua caliente a 54°C, debido a que el agua caliente fue 100% efectiva.

En la segunda cosecha, los mangos para el ensayo fueron obtenidos del adrea de
produccién de Homestead, FL. ‘Keitt’ y ‘Kent’ fueron cosechados de un fundo en buenas
condiciones localizado en TREC (Centro de Investigacién y Educacidn Tropical). “Tommy Atkins’
fue comprado de un agricultor local del drea de Homestead. No se observé ningln dafio en la
cascara del mango debido al tratamiento de agua caliente mas etanol. Esto confirma que los
dafios observados en los ensayos iniciales realizados en la campafia anterior fueron causados por
el derrame de latex en la cascara de la fruta.

La incidencia de antracnosis en la fruta del tratamiento control fue mucho mas baja que
las muestras obtenidas de la segunda cosecha en otras campafias. Casi todos los tratamientos
redujeron antracnosis comparado con el control, con la Unica excepcion de “Keitt.” En general,
los niveles mas bajos de antracnosis fueron observados en las tres variedades cuando la fruta fue
expuesta al tratamiento cuarentenario regular de agua caliente, seguido de un reposo
(procedimiento actual) de 30 minutos y de un tratamiento de hidro-enfriado con 10 % de etanol



hasta que la temperatura de pulpa alcanzo 25°C (Tabla 2). Sin embargo, no fue significativamente
diferente de los otros tratamientos aplicados a las variedades analizadas en los ensayos. El
control de antracnosis en ‘Keitt’ y ‘Kent’ no mostré mejores resultados de los obtenidos por el
tratamiento cuarentenario de agua caliente, cuando este fue precedido o seguido por 10 minutos
a 54°C, pero esta practica no fue muy efectiva para la variedad ‘Tommy Atkins’.

Tabla 2. Porcentaje de la superficie del mango afectada por antracnosis 7 dias después de la
aplicacion de los tratamientos

tratamientos ‘Tommy Atkins’ ‘Keitt’ ‘Kent’
Control 313A 9.5A 116 A
QHW 8.2B 5.1B 6.3B
QHW seguido de HW 8.1B 6.0B 6.0B
QHW luego HW mas 4.4C 10.0A 6.9B
HC with 10% ethanol

QHW seguido de HC 2.6C 5.1B 5.1B
with 10% ETOH

HW seguido de QHW 25C 9.4 A 5.4B

Almacenamiento at 20°C.

QHW = 60 minutos a 46.1°C tratamiento cuarentenario de agua caliente.

HW = sumergido en agua a 54°C por 10 minutos.

HC = fruta caliente dejada en reposo 30 minutos a temperatura ambiente y luego sumergida en
10% etanol a21°C hasta que la fruta llegara a aprox. 25°C

Promedios con letras diferentes son significamente diferentes P<0.05.

Discusion:

Nuestras observaciones confirman que los tratamientos de calor, incluyendo el
tratamiento cuarentenario de agua caliente, proveen un buen control de la antracnosis. Lo cual
es un importante factor en la comercializacién del mango en regiones himedas. En los ensayos
realizados no hemos podido demostrar que afiadiendo etanol al agua caliente aumentara su
efectividad para el control de antracnosis en el mango. Una precaucién a tener en cuenta es, si
latex se ha secado en la superficie de la fruta, el tratamiento de etanol causa escaldaduras en la
superficie de la fruta. Sin embargo, cuando el etanol es agregado al agua del hidro-enfriado a una
concentracion de 10%, se obtuvo ligeros dafios de antracnosis en unos de los ensayos con mango
de la variedad ‘Tommy Atkins’. Ensayos con agua caliente a 54°C (129°F), fueron vistos como
ensayos con un valor agregado, el cual pueden ser usados por los clientes en los lugares de
destino cuando el mango muestra signos de antracnosis. Este tratamiento fue efectivo en
lesiones en desarrollo, pero no controlo completamente la enfermedad en infecciones latentes.
Por lo tanto, es probable que el apresorio del hongo vy la hifa de infeccion son mas resistentes al
calor que el micelio en desarrollo. De la misma manera infecciones muy desarrolladas parecen
ser resistentes al calor. Ensayos adicionales seran necesarios para confirmar que el tratamiento
de agua a 54°C es con seguridad un tratamiento con valor agregado o si afiadiendo etanol al agua
permitirad el uso de una temperatura ligeramente baja.
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