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RESUMEN

RESUMEN

Las pudriciones y el deterioro de los granos, cereales, oleaginosas y leguminosas, son
causadas por hongos que se desarrollan en el campo, cosecha, almacenamiento y transporte.
Aspergillus flavus y A. parasiticus, pueden colonizar las semillas de varios cultivos agricolas,
incluido el cacahuate, dando como resultado su contaminacion con aflatoxinas (Moreno-
Martinez, 1988). La contaminacién con estos metabolitos secundarios toxicos es severa en el
cultivo de cacahuate que se encuentra bajo condiciones de estrés por sequia. Estas
micotoxinas pueden causar enfermedades teratogénicas y cancerigenas en humanos y
animales que las consumen en granos contaminados. El objetivo de este trabajo fue aplicar
un biocontrol para la prevencion de la contaminacion con aflatoxinas en plantas de cacahuate
Arachis hypogaea. Semillas procedentes de San Nicolas de las Flores, Jalostotitlan, Jalisco,
sembradas en bolsas con 5 kg de sustrato (peat-moss y tepojal) en invernadero. Una vez
establecidas las plantulas, el sustrato se inocul6 con cepas de: a) 4. flavus altamente productor
de toxinas (cepa UNIGRAS-28); b) A. flavus no toxigena (cepa UNIGRAS-3) como
biocontrol; c¢) combinacion de ambas cepas; y d) agua destilada, como testigo. Cabe
mencionar que las muestras que se utilizaron de semillas de cacahuate y productos
comerciales se encontraban contaminadas con 4. flavus. Las plantas se desarrollaron en el
invernadero en la Unidad de Investigacion en Granos y Semillas (UNIGRAS) ubicado en el
municipio de Cuautitlan Izcalli, hasta su ciclo de fructificacion, para evaluar sintomatologia
y caracteristicas fisiologicas de las plantas, y determinar los niveles de aflatoxinas en los

frutos.

Se encontré como resultado que los niveles de aflatoxinas en los frutos del cacahuate de
plantas inoculadas con A. flavus UNIGRAS-3 fueron menores en comparacion con los
niveles de aflatoxinas en el testigo sin inocular. Asi mismo, en semillas inoculadas con A.
flavus UNIGRAS-28 la cantidad de aflatoxinas fue estadisticamente igual al del testigo sin
inocular, al de 4. flavus UNIGRAS-3 y a la combinacion de ambas cepas. En las plantas en
que se aplico el biocontrol 4. flavus UNIGRAS-3 se obtuvo mayor cantidad de frutos, plantas
con buenas caracteristicas fisioldgicas y los niveles de aflatoxinas fueron menores, y con la
inoculaciéon de la cepa UNIGRAS-28 se obtuvieron menos frutos, se observaron

malformaciones en los tallos y las aflatoxinas no disminuyeron. En conclusion, 4. flavus
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RESUMEN

UNIGRAS-3 disminuy6 los niveles de aflatoxinas en el cultivo, funcionando como
biocontrol de cepas productoras de aflatoxinas bajo las condiciones establecidas en este

trabajo.
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INTRODUCCION

I. INTRODUCCION

El fruto del cacahuate Arachis hypogaea L., tiene gran demanda por el hombre ya que lo
consume de manera directa sin cascara, tostado y salado; en forma de subproductos en crema
y en confiteria. En México representa una de las botanas mas consumidas. El follaje se usa
como subproducto en forma de forraje, en la alimentacién de animales. Esta planta se origino
en América del Sur, y hoy en dia es cultivada a nivel mundial (Robles-Sanchez, 1990). En
2014 se cultivaron en México un total de 59,415 hectareas con una produccion de 96,346
toneladas en promedio anual (SIAP, 2014), de acuerdo con datos del cierre agricola. Los
principales estados productores son Sinaloa, Puebla, Chiapas, Oaxaca y Chihuahua, que en
conjunto acumulan 84% de la superficie dedicada a este cultivo.

En condiciones de estrés, la planta de cacahuate es susceptible a la penetracion por
Aspergillus flavus y A. parasiticus, y a la contaminacion posterior de los frutos con
aflatoxinas. Estos hongos son comunes en los cacahuates y pueden ser productores o no
productores de aflatoxinas (Mehl et al., 2012). Estas son metabolitos secundarios los cuales
pueden tener efectos cancerigenos y hepatotdxicos en seres vivos expuestos con alimentos
contaminados en el campo o en el almacenamiento. De las cuatro aflatoxinas principales (Bi,
B2, G1 y 32), la By es la que se presenta en mayores concentraciones, ya que €s un compuesto
bioldgicamente mas activo en comparacion con las otras. Las aflatoxinas son comunes en un
nimero importante de alimentos destinados a la alimentacion humana y animal, como el maiz
y el cacahuate. Los niveles de aflatoxinas permitidos en cereales y en cacahuates deben ser

menores a las 20 ppb para consumo humano (NOM-188-SSA1-2002).

A. flavus infecta con frecuencia a los cacahuates y granos de maiz cuando estan aun en el
campo, y su incidencia aumenta cuando los granos son danados por insectos u otros agentes
patogenos, asi como por las pudriciones del tallo, sequia, dafio foliar severo, inundaciones y

por otras situaciones de estrés a las que estan sometidas las plantas (Moreno-Martinez, 1988).

El control bioldgico es un método de manejo de plagas y enfermedades en campo, que usa
organismos antagonistas para reducir la presencia de patdogenos que sean dafiinos y

provoquen enfermedades en los cultivos (Cook y Baker, 1983).
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En campos de Arizona, U. E. se ha realizado la aplicacion de una cepa no toxigena de A.
flavus como biocontrol de cepas de esta misma especie nativas de suelos destinadas al cultivo
del algodon para prevenir o disminuir la contaminacion de las semillas con aflatoxinas. Sin
embargo no se tienen reportes de este método de biocontrol en plantas de cacahuate, ni
tampoco se ha experimentado la eficacia de cepas no toxigenas de 4. flavus como organismos

biocontroladores en México.

Por lo que en este trabajo se evalud una cepa de A. flavus no toxigena como biocontrol para

prevenir la contaminacion del fruto de cacahuate con aflatoxinas.



OBJETIVOS E HIPOTESIS

I1I. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general

= Evaluar una cepa de Aspergillus flavus L. no toxigena, como un agente potencial de
biocontrol para la prevenciéon de contaminacion con aflatoxinas en plantas de

cacahuate, in vitro como en condiciones de invernadero.

2.2. Objetivos particulares

=>» Identificar cepas de 4. flavus no toxigenas procedentes de semillas de cacahuate, que

pudieran ser utilizadas como agentes de biocontrol.

=>» Analizar el nivel de aflatoxinas que produce la cepa toxigena en semillas de cacahuate

inoculados in vitro en presencia de una cepa no toxigena.

=>» Analizar el nivel de aflatoxinas totales que produce la cepa toxigena en plantas de
cacahuate inoculadas en condiciones de invernadero en presencia de una cepa no

toxigena.

=» Comparar el efecto fitotoxico de la cepa no aflatoxigena en semillas y plantas de

cacahuate.



OBJETIVOS E HIPOTESIS

II1. HIPOTESIS

=>» Si se realiza la inoculacion en suelo de una cepa no toxigena de A. flavus como
organismo antagonista de cepas productoras de aflatoxinas, entonces por competencia
entre ambas se podra prevenir o reducir la contaminacion de aflatoxinas en semillas

y plantas de cacahuate.
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IV. ANTECEDENTES

Elaboracion propia, 2016.
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IV. ANTECEDENTES

4.1. Generalidades del cacahuate (Arachis hypogaea L.)
4.1.1. Origen geografico

El cacahuate o mani es una fuente importante de aceite vegetal y de proteinas, en las zonas
tropicales y subtropicales. Es originario de América del Sur. De alli se distribuy6 a los paises del

Lejano Oriente, a Africa, al resto de América y a Europa (Durén et al., 2011).

4.1.2. Clasificacion taxonomica

El cacahuate pertenece a la familia Leguminosae, subfamilia Papilionidae y género Arachis. La
especie cultivada es Arachis hypogaea L. Esta compuesta de dos grupos principales de variedades:

erectas y rastreras. Casi todas las variedades comerciales son de porte erecto (Robles, 1980).

4.1.3. Morfologia

El cacahuate es una planta herbacea anual y de corta estatura, mide de 25 a 30 cm de altura con las

siguientes caracteristicas morfolédgicas (Figura 1) (Sanchez, 1992):

1. Raices. Las plantas estan formadas por una raiz principal pivotante que origina un gran
numero de raices secundarias. Estas a su vez producen raicillas absorbentes que forman
una densa red. Al igual que en las demas plantas leguminosas, en sus raices se originan
nddulos por la presencia de bacterias nitrificantes.

2. Tallo. En la mayoria de las variedades comerciales el tallo es erecto. Puede alcanzar una
altura de 15 a 70 cm. Produce ramas desde la base. Estas pueden originar raices cuando
tocan el suelo. El tallo es ligeramente pubescente.

3. Hojas. Son pinnadas con dos pares de foliolos ovalados, obtusos o ligeramente
puntiagudos, con margenes lisos, y de 4 a 8 cm de largo. Tienen en la base del peciolo dos
hojuelas o estipulas angostas, alargadas y puntiagudas.

4. Flores. Se originan, agrupadas, en yemas axilares. Al principio las flores son sésiles. La
corola es de color amarillo brillante y de 0.9 a 1.4 cm de didmetro, formada por un

estandarte grande frecuentemente con manchas moradas y alas libres de la quilla, que es
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puntiaguda. Tiene nueve estambres alrededor del ovario alargado. Comunmente, las flores

se autopolinizan.

Después de la fertilizacion, el pedicelo de la flor se alarga, convirtiéndose en un tallito o estaquilla,
de 3 a 10 cm de longitud. Gradualmente, empuja el ovario o fruto joven dentro del suelo, en donde

¢éste completa su desarrollo.

El pedunculo penetra
en la tierra
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Figura 1. Planta de cacahuate.
Fuente: Sanchez, 1992.

5. Fruto. Es una vaina o capsula de 2 a 7 cm de largo, con dos o cuatro semillas. En variedades
erectas, las vainas se forman alrededor del tallo, pero en las rastreras estan muy esparcidas.
Se encuentran enterradas de 3 a 10 cm bajo la superficie del suelo. Las vainas son abultadas,
de color café amarillento, con bordes prominentes reticulados y mas o menos estrechos
entre las semillas.

6. Semillas. Son ligeramente redondeadas y comprimidas, con hilio puntiagudo. Tienen una
testa mas o menos gruesa, algo reticulada, de color rojo claro oscuro. Poseen dos

cotiledones blancos de aspecto aceitoso.
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La planta de cacahuate tiene una vida anual, con tallos rastreros vellosos de entre 25 a 50 cm de
altura. Los frutos del cacahuate estan envueltos en una céscara o vaina coridcea que generalmente
tiene dos semillas cubiertas de una pelicula delgada, poseen un sabor muy agradable y tienen un

alto valor nutritivo una vez tostadas (SIAP, 2014).
4.1.4. Condiciones edafoclimaticas

R/

** Cllma

El cacahuate prospera en climas célidos, es susceptible de heladas, se desarrollan adecuadamente
en temperaturas que varian entre 21 y 27 °C, pues a 12°C su crecimiento se detiene, a 30°C
aumenta considerablemente la transpiracion y puede deshidratarse. Los suelos deseables para la
siembra de esta oleaginosa son permeables, sueltos, profundos y sin agua freatica en 1 m de

profundidad (Robles, 1980).

Exige buena luminosidad ya que necesita de esta para alcanzar su desarrollo normal y propiciar un
buen contenido de aceite en las semillas. Por ello, debe evitarse en su cultivo la presencia de otras

plantas que le produzcan sombra (Sanchez, 1992).

Las lluvias a intervalos frecuentes lo benefician en su ciclo vegetativo, pero pueden dafiarlo si se
presenta al tiempo de la formacion y maduracion de las vainas. Una precipitacion de 300 a 500
mm, con lluvias bien distribuidas durante su ciclo vegetativo, es suficiente para asegurar una buena
cosecha. Hasta el momento de la floracion, a los 30 a 40 dias, requiere humedad moderada. De la
floracion hasta la maduracion inicial, a los 40 a 50 dias, exige mayor humedad. Durante el periodo
final de maduracion, 20 a 30 dias, necesita muy poca humedad. La recoleccion debe coincidir con

tiempo seco (Robles, 2002).

R/

% Suelo

Debe procurarse que el suelo sea suelto, preferentemente franco-arenoso, sin cascajo o piedras, y
sin residuos vegetales en la superficie. La profundidad deseable para el buen desarrollo de las
raices y de los frutos es de 20 a 50 cm de suelo, y de 50 a 90 cm de subsuelo bien drenado. Esto
ultimo, al igual que la topografia plana, es importante pues el cacahuate se perjudica con los

encharcamientos (Robles, 2002).
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Un pH entre 5.8 y 6.2 es el mas favorable. Este también es aconsejable para otros cultivos como
algodon, maiz, ajonjoli y sorgo, con los cuales puede rotarse. El pH por debajo de 5.8 puede ser
perjudicial para el establecimiento de las bacterias nitrificantes. En este caso, hay necesidad de

encalar el suelo, pues el calcio es un elemento muy importante para el cacahuate (Sanchez, 1992).

4.1.5. Produccion mundial y nacional

De acuerdo con datos del anuario de produccion a nivel mundial en toneladas, se mencionan los

paises que producen mas cacahuates con cascara (Tabla 1):

Tabla 1. Principales paises productores de cacahuate con cascara.

Posicion Region Produccion (1000 Int) Produccion (Ton)
1 China 7,388,368 16,800,000
2 India 2,452,413 5,779,000
3 Nigeria 1,308,585 3,070,000
4  [stados Unidosde 1,334,413 3,057,850

America
5 Myanmar 551,522 1,371,500
¢  Republica Unidade 348,380 810,000
Tanzania
7 Indonesia 315,292 712,874
8 Argentina 299,808 685,722
9 Senegal 285,484 672,803
10 Camertun 242,354 570,000

Fuente: FAO, 2012.

El principal productor de cacahuates en el mundo es China con 39% de la produccion mundial,
seguido de la India, Nigeria con 19.9% y Estados Unidos 5%; México aporta s6lo 0.02% a nivel
mundial (FAO, 2012).

La produccién mundial de cacahuates es de 35.9 millones de toneladas anualmente, que equivale
a 25.7 millones de toneladas de cacahuate sin cascara; de las que se exporta alrededor de 8.1%.
Meéxico produce 60, 000 toneladas anuales aproximadamente, exporta 11, 000 toneladas e importa
111, 000 toneladas. En México, el cacahuate se cultiva principalmente en alrededor de 62, 000
hectareas, con una produccion promedio anual de 60, 000 toneladas, con un valor de 653 millones

de pesos (Tabla 2). Se cultiva principalmente en los estados de Sinaloa, Puebla, Chiapas, Oaxaca,
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Chihuahua y San Luis Potosi, que en conjunto acumulan 84% de la superficie dedicada a este

cultivo (SIAP, 2014).

Tabla 2. Produccion agricola nacional de cacahuate. Ciclo: ciclicos y perennes.
Modalidad: riego y temporal.

Sup. Sembrada = Sup. Cosechada Produccion Rendimiento

Ubicacion (Ha) (Ha) (Ton) (Ton/Ha)
Sinaloa 19,955.81 19,672.60 27,638.76 1.4
Puebla 6,776.60 6,775.60 8,591.92 127
Chiapas 6,581.00 6,581.00 12,015.63 1.83
Oaxaca 6,271.10 6,271.10 10,263.83 1.64

Chihuahua 6,149.75 6,149.75 17,579.65 2.86

San Luis Potosi 3,360.00 3,360.00 3,787.80 1.13

Guerrero 2,677.50 2,637.50 4,541.33 1.72
Sonora 1,088.81 1,028.81 1,053.07 1.02
Morelos 965.11 965.11 1,933.68 2

Michoac4n 910.5 910.5 1,483.20 1.63

Fuente: SIAP (2014).
4.1.6. Usos

La planta de cacahuate se aprovecha para el consumo en forma integral. El cacahuate o mani tiene
gran demanda para su consumo directo después de su tostado, se usa para confiterias, para la
preparacion de pan, galletas, ensaladas, etc.; y es una fuente importante de aceite para consumo
humano en diferentes ingredientes, para crema, margarina e inclusive en jaboneria fina,
cosméticos, entre otros (SIAP, 2014). Se utiliza desde la semilla hasta el follaje, usdndose como
subproducto en forma de heno, como forraje fresco o ensilado para el ganado. Su introduccion a
la industria alimenticia se ha basado en su contenido de proteinas, aceites, carbohidratos,

sustancias albuminoideas y compuestos vitaminicos con alto contenido de complejo B (Robles,

1980).
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Tabla 3. Composicion quimica promedio de la semilla de cacahuate.

Humedad 6%
Proteina 30%

Aceite 45%

Fibra cruda 3%
Extracto libre de nitrégeno 13%
Ceniza 3%

Fuente: Sanchez, 1992. Elaboracién propia (2016).
Desde luego, existe variacion en los analisis reportados en diversos paises debido a variedades, a
condiciones ecologicas y edaficas, y a las practicas de cultivo que se ejecutan durante el ciclo

vegetativo de las plantas de cacahuate (Sanchez, 1992).

4.2. Practicas del cultivo de cacahuate

4.2.1. Preparacion del suelo

Para la preparacion del terreno, se recomienda una aradura primaria profunda, de
aproximadamente 30 cm, y una secundaria, para dejar bien mullida la capa superficial del suelo y
facilitar la germinacion de las semillas. En esta labor, es muy importante eliminar las malezas y
enterrar bien los residuos vegetales, pues si quedan superficiales, pueden favorecer enfermedades

por hongos y, por lo tanto, dificultarse la siembra.

Es conveniente nivelar el terreno para evitar encharcamientos; facilitar el drenaje; favorecer una
distribucion uniforme del agua de riego, y obtener una profundidad uniforme de siembra (INIFAP,

2005).

4.2.2. Siembra

El uso de una buena semilla es basico para lograr una alta poblacion de plantas y obtener una
produccion satisfactoria. Debe preferirse semilla certificada que asegure pureza varietal, viabilidad
y sanidad. Es mds practica la siembra de semilla desgranada, preferentemente a mano, que la

siembra de semilla con cascara (Sanchez, 1992).
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La siembra debe realizarse al inicio de la época de lluvias, de tal manera que la cosecha coincida

con la época de sequia.

La profundidad de la siembra depende del tipo de suelo y de su contenido de humedad. En suelos
sueltos, se recomienda una profundidad de 4 a 7 cm, y en suelos mas pesados, de 3 a 5 cm. Las
mayores profundidades corresponden a suelos secos. Lo ideal es sembrar en suelos humedos, pues

asi la semilla germina mas rapido y uniformemente (INIFAP, 2005).

La densidad de siembra difiere de acuerdo a las variedades y su habito de crecimiento. Para
variedades de porte erecto pueden usarse dos semillas por sitio, distanciadas de 30 a 40 cm,

sembradas en surcos separados entre si de 40 a 50 cm (INIFAP, 2005).

4.2.3. Manejo del cultivo

La semilla germina cuatro o cinco dias después de la siembra. A los 30 a 35 dias, los pedicelos de
las flores fertilizadas comienzan a alargarse y enterrarse, y se inicia la formacion de los frutos. El
periodo comprendido entre estas dos etapas es el mas critico en lo referente a la competencia por
malezas. El control de éstas puede lograrse mediante uno o dos pasos con la cultivadora. Tan
pronto como los peciolos de las flores se alarguen, deben suspenderse todas las labores de cultivo

(INIFAP, 2002).

Con un ciclo de lluvias de dos y medio a tres meses, generalmente no se necesita riego, si la
siembra se hace oportunamente. Si se presentan periodos intermedios de 15 y més dias de sequia,
debe aplicarse agua suplementaria al cultivo. El agua que se utilice no debe ser salina, ni tener en
suspension materiales organicos. La pendiente debe ser uniforme para evitar erosion y
encharcamientos. Los surcos de riego, en suelos sueltos, no deben ser mas largos de 100 m. Al

tiempo de la maduracion de los frutos, debe suspenderse el riego (Robles, 1990).

4.2.4. Fertilizacion

El cacahuate consume grandes cantidades de nitrogeno, pero por ser una leguminosa, las bacterias
nitrificantes de sus raices le proveen a la planta la mayor parte de sus requerimientos. Por ello,
puede prosperar en suelos arenosos, pobres en nitrogeno, siempre y cuando éstos tengan una buena

provision de bacterias nitrificantes especificas para €1, los requerimientos en fosforo son bajos y,

12
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cuando se rota con otros cultivos que han sido fertilizados o el suelo tiene mediano contenido de

ese elemento, no hay necesidad de aplicarlo.

El cacahuate exige altas cantidades de potasio. El mejor método de suministrarlo es aplicandolo al
cultivo precedente con el cual se rota, o incorporandolo al suelo uno o dos meses antes de la
siembra. Cuando el potasio queda en la superficie, alrededor de las cépsulas, éstas tienden a
absorberlo en mayor cantidad que al calcio, lo que origina la produccion de cépsulas en las vainas

(INIFAP, 2005).

El calcio, al igual que el potasio, es un elemento muy importante en la nutricion del cacahuate. El
calcio debe estar disponible en la zona de las raices durante todo el periodo de crecimiento, y en
la zona de las capsulas, durante el periodo de su formacion y maduracion. La zona de fructificacion
requiere mas calcio que la zona de las raices y esta, a su vez, debe disponer de mayor cantidad de
potasio que la zona en donde se desarrollan los frutos (INIFAP, 2005), consume grandes
cantidades de magnesio. La aplicacion de yeso, que es un sulfato de calcio y de magnesio,
suministra ambos elementos.La deficiencia de manganeso puede presentarse cuando el pH es
superior a 6.2. Esto se manifiesta por un amarillamiento de las hojas més tiernas, circunscrito a los
espacios intervenales. Para corregir esta anomalia se recomienda aplicar 25 kg/ha de sulfato de

manganeso (Robles, 1990).

La rotacion del cacahuate con otros cultivos presenta varias ventajas. Por ser una planta
leguminosa, incorpora al suelo, en sus residuos de cosecha, buena cantidad de nitrogeno. Cuando
el cultivo anterior se fertiliza, el cacahuate aprovecha con mayor eficiencia los residuos de dicha
fertilizacion que de una fertilizacion directa, especialmente en lo que se refiere al potasio (INIFAP,

2002).

4.2.5. Plagas en el cultivo de cacahuate

Las plagas mas importantes que afectan el cacahuate son los gusanos comedores de hojas. Entre
¢éstos pueden mencionarse el gusano soldado (Spodoptera exigua) y el falso medidor (Trichoplusia

ni).

Comunmente, estos insectos tienen enemigos naturales. En cuanto sea posible, debe evitarse el uso
de insecticidas para su control. El uso de productos quimicos solo se justifica en caso de ataques

severos. Deben preferirse los insecticidas estomacales sin efecto residual prolongado. Las
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aplicaciones deben hacerse solo hasta 15 dias antes de la cosecha, particularmente cuando se utilice

el follaje para su ensilado (INIFAP, 2002).

4.2.6. Enfermedades en cacahuate

Las enfermedades mas importantes son (Sanchez, 1992):

e Pudricion de las semillas y de las plantulas o pudricion carbonosa (Macrophomina
phaseolina). Es causada por varias especies de hongos. Atacan principalmente las semillas
deterioradas y las plantulas cuya emergencia se demora, debido a siembras profundas,
temperatura baja y exceso de humedad. La afeccion puede prevenirse empleando semilla
seleccionada y tratada con fungicidas protectores.

e Pudricion negra de la base del tallo (Sclerotium rolfsii). Afecta el tallo en la zona del
cuello, Las condiciones secas y la alta temperatura del suelo favorecen la enfermedad. Por
€so, en estos casos no se aporca el cultivo, pues este puede provocar una mayor

susceptibilidad de la planta a esta enfermedad.

e Manchas foliares (Cercospora o peca). Son de color amarillo palido y con el tiempo se
tornan de color marron rojizo o negro en el envés de la hoja, y de color marrén claro en el
haz. Las manchas aparecen rodeadas por un halo amarillo, son pequefias y circulares. En
otro caso, las manchas son de color marrén oscuro o negro en ambos lados de la hoja, de
tamano mas pequefio y no presentan halo. Si se requiere, pueden hacerse aspersiones con

fungicidas protectores del follaje.

e Marchitez o tizon (Sclerotinia minor). Invade los tejidos de la base del tallo, ocasionando
su pudricion. Como consecuencia de ello, la planta se marchita y se seca. Cuando la
humedad del suelo es alta, se forman esclerocios pequeinos, redondos, de color crema, sobre
la superficie de los tejidos invadidos. El exceso de humedad en el suelo, favorece el

desarrollo de la enfermedad.

e Chahuixtle o roya (Puccinia arachidis). Afecta principalmente las hojas inferiores.
Aparecen en el haz manchas irregulares cloroticas, que en el envés son de color marron

claro y de aspecto pulverulento.
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e Nematodos. La planta de cacahuate puede ser atacada por varias clases de nematodos,
como los que producen nudos radicales y el nematodo de la pradera. Afectan las raices y
los frutos y ocasionan su pudriciéon o malformacion. Su control se efectuia mediante la

rotacion de cultivos.

¢ Enanismo. El virus causa una marcada reduccion en el crecimiento y escaso nimero de

frutos con semillas de mala calidad.

® Pudricion de los frutos y semillas. Durante el desarrollo de los frutos y de las semillas,
varios hongos pueden ocasionar su deterioro. Los factores que favorecen la infeccion son

exceso de humedad y temperaturas altas del suelo.
4.2.7. Cosecha y beneficio

Para determinar la época de cosecha, se arrancan varias plantas por surcos para observar si la
mayor parte de las vainas estdn maduras. Las semillas maduras deben ser de color rosado o rojo,
(Figura 2) deben despegarse internamente de la vaina y su testa se desprende facilmente. Si se
obtiene 75% o 80% de frutos maduros, el cacahuate estara listo para su cosecha. Esto coincide con

el amarillamiento de las plantas (INIFAP, 2002).

La cosecha puede realizarse en forma manual, semimecanizada o mecanizada, dependiendo de la
superficie del cultivo. En la cosecha manual se arrancan las plantas y agrupan en montones
pequefios, alineados, para que el sol las termine de secar. Luego, se separan los frutos y se someten

a otro periodo de secado al sol (Robles, 1980).

El arranque a mano solo se justifica en cultivos pequefios, de tipo familiar. Es laborioso y debe

realizarse con cuidado, a fin de aprovechar todos los frutos formados.

Para el desgrane y almacenamiento, la semilla de cacahuate debe tener un porcentaje de humedad
de 8 a 10%. El desgrane consiste en la rotura de las capsulas para separar las semillas. Esta labor

se realiza mecanicamente (Duran, A., 2011).
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El rendimiento promedio del cacahuate es de 25% a 30 % de céscara, y de 70% a 75% de semilla.
Puede haber diferencias de acuerdo a las variedades. Si la semilla va a utilizarse para la siembra,
debe almacenarse en bodegas con adecuada ventilacion, y previamente tratarse con insecticidas o
con bromuro de etileno. Si el periodo de almacenamiento va a ser largo, debe almacenarse con la
cascara, pues asi se conserva mejor y pierde menos rapido su viabilidad. Esta puede durar hasta 2

afios, en buenas condiciones de almacenamiento (SIAP, 2014).

Figura 2. Semillas de cacahuate maduro.
Fuente: http://www.adelgaceenlinea.com/wp-content/uploads/MANL.jpg

Si la semilla va a usarse en la industria de alimentos, para la obtencion de aceite y de pasta, no
debe tratarse con insecticidas. La extraccion del aceite se efecttia usando el método combinado de

extraccion con expulsor y con disolventes, o el prensado continuo por medio de expulsores (SIAP,
2014).

4.3. Generalidades del género Aspergillus

Las especies del género Aspergillus siempre han estado presentes en el ambiente, pero fue hasta
1729 que Micheli distinguid las estructuras tales como estipites y las cabezas de esporas. El
observod que las cadenas de esporas en columnas o radiadas surgen de una estructura central similar
al aspergillum o hisopo usado para rociar agua bendita en el catolicismo, de aqui el nombre de

Aspergillus utilizado para estos hongos.

4.3.1. Taxonomia del género Aspergillus

Las especies del género Aspergillus se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza

pudiéndose aislar de una gran variedad de substratos.
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Raper y Fennell (1965) en su texto “The genus Aspergillus” reconocian en esta monografia 132
especies subdivididas en 18 grupos. Actualmente, se consideran mas de 180 especies anamorficas
aceptadas, que corresponden a 9 géneros de Ascomycota por su estado telemorfo. Aspergillus se

subdivide en 7 subgéneros que a su vez se dividen en grupos (Samson y Pitt, 2000).

Aproximadamente 50 nuevas especies de Aspergillus fueron descritas a partir de 2000, basandose
en caracteristicas morfologicas y moleculares siendo muchas de ellas imposibles de diferenciar
morfologicamente (Klich, 2009). Cinco de los seis subgéneros de Aspergillus incluyen una o mas
especies que presentan un estado teleomorfo, y muchos mas que no lo hacen. Las relaciones
teleomorfo - anamorfo de Aspergillus son complejas. La evidencia molecular hasta la fecha indica
que todas las especies estan filogenéticamente relacionadas (Peterson, 2000). Sin embargo, los
teleomorfos y anamorfos de Aspergillus son muy distintos entre si, tanto en la morfologia como
en la fisiologia. La presencia de un teleomorfo es un importante indicador de la fisiologia,
capacidad de descomposicidon y un factor potencial para la produccidén de micotoxinas (Samson et

al., 2007).

4.3.2. Morfologia del género Aspergillus

Aspergillus es un género mitosporico que se caracteriza por la produccion de hifas especializadas,
denominadas conidioforos, sobre los que se encuentran las células conididgenas llamadas fidlides
a partir de las cuales se forman las esporas asexuales llamadas conidios (Figura 3). El conidi6foro
caracteristico de Aspergillus, aunque es una estructura unicelular posee tres partes bien
diferenciadas: vesicula (extremo apical hinchado), estipite o conidioforo (seccidén cilindrica
situada debajo de la vesicula) y célula pie (seccion final, a veces separada por un septo, que une
el conidioforo con el micelio). Sobre la vesicula se disponen las fidlides, en muchas especies, entre
la vesicula y las fidlides se encuentran otras cé€lulas estériles denominadas métulas. Las cabezas
conidiales que solo presentan fidlides se denominan uniseriadas, y las que presentan fialides y

métulas, biseriadas.
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Figura 3. Estructuras morfologicas del género Aspergillus. A-B: conidiéforos; C-D: Cabezas
conidiales.
Fuente: Klich y Samson, 1996.

4.3.3. Importancia de Aspergillus flavus y A. parasiticus

Dentro de los hongos de importancia causantes del deterioro de una amplia variedad de productos
alimenticios como frutas y hortalizas, semillas, granos entre otros se encuentran los del género

Aspergillus; siendo de particular interés A. flavus y A. parasiticus.

A. flavus y A. parasiticus, ademas de ser hongos saprofitos, son patégenos oportunista de plantas,
insectos, vertebrados e inclusive de animales domésticos y humanos. En los campos agricolas,
durante condiciones de sequia y temperaturas altas, las poblaciones de 4. flavus, se incrementan
sobre los restos del cultivo, sobre los tejidos maduros o muertos y sobre material vegetativo
danado, lo que permite ser una fuente de in6culo. La asociacion de 4. flavus con el cultivo puede
iniciar desde la madurez, cosecha y hasta el almacén. Asimismo, la fuente de indculo de infeccion
inicial puede ser interrumpida. El proceso de contaminacion puede ser dividido en dos fases: una
ocurre durante la maduracion del cultivo y la segunda después de la maduracion. En la madurez,

los cultivos son susceptibles a la infeccion por 4. flavus (Abbas, 2005).

A. flavus es un hongo mesofilo que tiene un aspecto aterciopelado, algodonoso y de color verde.
Su temperatura 6ptima de crecimiento es 37° C, es capaz de crecer en un rango de pH de 3.0 2 6.8
y su actividad de agua minima para su desarrollo varia de 0.8 a 0.9 (Abarca, 2000). Bajo
condiciones favorables de temperatura y humedad, estos hongos crecen en ciertos alimentos,

dando como resultado la produccidon de micotoxinas, conocidas como aflatoxinas, que son
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compuestos potencialmente cancerigenos. La contaminacion mas comun de estos hongos se ha
encontrado en nueces, cacahuates y otras semillas oleaginosas, incluyendo maiz y algodén. A.
flavus es un hongo comun en el almacén, sin embargo se ha encontrado que la infeccion y la
formacion de aflatoxinas pueden producirse desde el campo en varios cultivos (Christensen et al.,

1976).

4.3.3.1. Caracteristicas morfolégicas de A. flavus y A. parasiticus

Los criterios seguidos hasta el momento para clasificar las especies del género Aspergillus y
sus teleomorfos son principalmente morfoldgicos. No obstante, en algunas secciones se han
realizado ademas estudios bioquimicos o moleculares encaminados a resolver algunos de los
problemas planteados en su clasificacion. El sistema de identificacion propuesto por Klich
(2002), utiliza tres medios de cultivo y dos temperaturas de incubacion. Cada cepa debe
sembrarse en tres puntos equidistantes en dos placas de medio de cultivo CYA (Czapek,
extracto de levadura y agar), una placa de CYA con 20% de sacarosa (CY20S), y una placa de
MEA (extracto de malta agar). Una de las placas de CYA se incuba a 37°C y las restantes a
25°C.

Tras siete dias de incubacidon se procede a la observacion de las caracteristicas morfoldgicas

macroscopicas y microscopicas de los cultivos (Figura 4).

( B

Caracteristicas macroscopicas Caracteristicas microscopicas

* Didmetro de colonias. * Disposicion de las métulas o fidlides

* Color del anverso y reverso de las sobre la vesicula.
colonias. * Longitud y ancho del conidioforo.

* Presencia o ausencia de esclerocios. * Longitud y ancho de las métulas y

» Presencia o ausencia de exudados.
* Presencia o ausencia de pigmento

difusible.

» Textura de las colonias.

» Presencia ao ausencia de
cleistotecios.

v

fidlides.

» Forma, diametro, ornamentacion y
color de los conidios.

» Forma, tamafio y color de las células
Hiille.

* Forma, tamafio y color de las
ascosporas.

Figura 4. Caracteristicas macroscépicas y microscépicas de Aspergillus.
Fuente: Klich, 2002. (Elaboracion propia, 2016).
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Las caracteristicas distintivas de A. flavus y A. parasiticus tanto macroscopicas como

microscopicas se mencionan a continuacion:

=>» Caracteristicas macroscopicas: Colonias de A. flavus en CY A son de color verde olivaceo
a verde amarillento (Figura 5) y la especie 4. parasiticus presenta un tono verde obscuro a
pardo; micelio blanco; esclerocios, cuando estan presentes, de color marrén oscuro a negro,
variables en forma y tamafo; el reverso de la colonia es incoloro, marrén claro o
anaranjado; el aspecto de la colonia es variable, generalmente lanosa o flocosa. Las
colonias en MEA de color olivaceo y ocasionalmente verde oscuras; micelio blanco, apenas
visible; esclerocios a veces presentes de color marrdn a negro, variables en tamafio y forma;
reverso generalmente incoloro y a veces amarillo palido. Colonia flocosa, especialmente

en la zona central.

Figura 5. Colonia de A. flavus.
Fuente: Instituto de Microbiologia Clinica UACH, 2011.

=>» Caracteristicas microscopicas: En A. flavus las cabezas conidiales pueden ser uniseriadas
y biseriadas, para A. parasiticus son predominantemente uniseriadas y radiales (Figura 6);
estipes normalmente rugosos, hialinos o de color marrén palido. Vesicula esférica; métulas

ocupando practicamente toda la superficie de la vesicula. Forman conidios globosos o

elipsoidales, lisos o ligeramente rugosos (Arrua et al., 2012).

T3

Figura 5. Conidioforo de Aspergillus flavus.
Fuente: Elaboracién propia, 2016.
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4.4. Micotoxinas

Las micotoxinas son metabolitos secundarios producidos por hongos filamentosos cuando invaden
los granos y alimentos; ocasionan diversas patologias en animales y humanos llamadas
micotoxicosis. Se han identificado entre 200 y 300 micotoxinas. Estos compuestos representan
una amenaza potencial para la salud humana y animal a través de la ingesta de alimentos
preparados a partir de productos contaminados. Las micotoxinas producen una amplia gama de
efectos adversos y toxicos en animales, ya que algunas de ellas son cancerigenas y producen
hepatitis aguda, ademas de disminuir el sistema inmune. Los alimentos contaminados causan
grandes pérdidas pecuarias. Los principales factores que inciden en su produccion son la humedad
(superior al 13%); la temperatura y los dafios mecanicos, en el caso de los granos. Entre los
principales géneros de hongos productores de micotoxinas se encuentran Aspergillus, Fusarium 'y
Penicillium. Las micotoxinas mas comunes que podemos encontrar en los alimentos y granos de
uso pecuario son las aflatoxinas (AFLA), ocratoxina A (OTA), las fumonisinas (FUM), toxina T-

2 o tricotecenos (T2) y la zearalenona (ZEA) (Figura 7) (Bennett, 2003).

Las micotoxinas son un grupo quimicamente muy variado. Estas se pueden producir en diferentes
etapas o procesos del manejo de los granos y alimentos, durante el tiempo que transcurre la

cosecha, el secado y el almacenamiento (Abarca, 2000).

MICOTOXINAS
1 1 1 1 1
Ocratoxina A l Tricotecenos \ l Zearalenonas \ Fumonisina B, Aflatoxinas
Penicillium Aspergillus Fusarium Fusarium Fusarium a;?ff;;gﬁlsﬂus A
verrucosum ochraceus sporotrichioides graminearum verticillioides P ﬂavusy :

Figura 7. Micotoxinas comunes en alimentos y granos.
Fuente: Abarca, 2000.
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4.5. Aflatoxinas

La palabra aflatoxina proviene de la primera letra “A” que denota al género Aspergillus, seguida
de las tres letras “FLA” correspondiente a la especie flavus y el sustantivo “toxina” que significa
veneno. Las aflatoxinas son un grupo de metabolitos secundarios producidos principalmente por
los hongos A. parasiticus Speare y A. flavus Link. Estos compuestos son carcinogenos producidos
naturalmente y pueden contaminar alimentos para el ganado y consumo humano, por lo que son
una amenaza potencial para la salud. La contaminacion por aflatoxinas ha sido reportada
practicamente en todo el mundo. Las seis aflatoxinas principales son la Bi, B2, Gi, G2, M1, y la M»
(Figura 8), la que se observa habitualmente en mayores concentraciones es la Bi. Es considerada
el compuesto bioldgicamente mas activo de la familia de las aflatoxinas y se presenta en un numero

importante en alimentos para animales asi como también en maiz, algodon y cacahuate (FAO,

1996).
o O o 0O
oI] OI]
Io 0 OCH, lo a OCH,

AFLATOXIN B, AFLATOMIN B,
0o o o o
0 o
OH | oH
[
G ocH, 0”0 oCH,
AFLATOMIN M, AFLATOXN M,
o o

Lo e OCH 2
AFLATOXIN G, AFLATONIN G,

Figura 8. Estructura quimica de las principales aflatoxinas.
Fuente: FAQ; Alimentacion y Nutricién, 1996.
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4.6. Legislacion de las aflatoxinas

En algunos paises existe normatividad para los niveles de contaminacion con aflatoxinas en
ciertos alimentos que consumidos por humanos o animales, debido a su toxicidad. Las

normas y limites maximos establecidos en cada pais se mencionan a continuacion:

= NOM (Norma Oficial Mexicana)-188-SSA1-2002, Productos y servicios. Control de
Aflatoxinas (AF) en cereales para consumo humano y animal. Establece que el limite
maximo permisible de aflatoxinas en los cereales destinados para el consumo humano
y animal no deben exceder de 20 pg/kg de AF totales, en el caso de observarse
concentraciones desde 21 y hasta 300 pg/kg, el cereal unicamente podra utilizarse
para consumo animal. De ser asi y que la concentracidon sea mayor de 20 pg/kg de
AF y que se destinen para consumo directo o como parte de alimentos procesados,

deberan ajustarse a lo dispuesto en la tabla 4:

Tabla 4. Limites de aflatoxinas permitidos en alimentos para animales.
Especie/Etapa de produccion Limite maximo pg/kg
Aves (excepto pollos de engorda) 100

Cerdos en engorda:

Entre 25y 45 kg 100

Mayores de 45 kg 200

Maduros destinados a reproduccion 100
Rumiantes:

Maduros destinados a reproduccion 100

De engorda en etapa de finalizacion 300

Fuente: NOM-188-SSA1-2002.
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Tabla 5. Limites permitidos por la FDA de los E. U. para aflatoxinas en alimentos.

Niveles Niveles con
Niveles permisibles
Producto comunes episodios toxicos
por la FDA
(ng/kg) (ng/kg)
Mani o cacahuate 2-6 30-125
Mantequilla de mani 10 14-213 20 ppb (ng/kg) en
Vani y 20 30230 alimentos; 0,5 ppb
ant azucarado i aflatoxinas M en leche.
Maiz >10

Fuente: http://www.fda.gov/. Elaboracion propia, 2016.

Tabla 6. Reglamento técnico MERCOSUR sobre los limites maximos de aflatoxinas.

Alimento

Aflatoxina

Limite

1. Leche
1.1.Leche fluida
1.2.Leche en polvo

M,
M;

0,5 pg/L
5,0 pg/kg

2. Maiz
2.1.Maiz en grano Bi+B>+G;+G>
20 ug/kg
(Entero, partido, aplastado, mondado).
2.2.Harinas o sémolas de maiz.

Bi1+B2+G1+G2

20 5,0 ng/kg

3. Mani o cacahuate
3.1.Mani B;+B:>+ G;+G2
20 ug/kg
(sin descascarar, descascarado, crudo o
tostado)
3.2.Mani en pasta (pasta de mani o manteca de
mani).

B1+Bot+G1+G2

20 ,0 ng/kg

Fuente: Reglamento Técnico MERCOSUR sobre limites maximos de aflatoxinas admisibles en leche,
mani y maiz . MERCOSUR/GMC/RES. N° 25/02. Elaboracién propia, 2016.

Tabla 7. Limites maximos admitidos de aflatoxinas por la Union Europea.

Producto Limite maximo
Cacahuates, frutos con cdscara y frutos secos para consumo 9 sl
humano
Cacahuates procesados 8 ug/kg
Cereales derivados 2 ng/kg
Maiz procesado 5 ng/kg
Especias 5 ng/kg

Fuente: Diario Oficial de la Uniéon Europea. REGLAMENTO (CE) No 2174/2003. Elaboracion propia,

2016.
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4.7. Métodos de analisis de micotoxinas.

Los efectos nocivos o dafiinos de las micotoxinas, resultan en grandes pérdidas econdmicas
en las producciones agricolas y existe ademas un alto riesgo para la salud humana cuando se
consumen productos por ellas contaminadas. Los métodos cuantitativos oficiales de analisis
de micotoxinas aprobados por AOAC, se apoyan en principios fisicoquimicos. Dichos

métodos tienen poca especificidad o requieren procesos de limpieza largos y costosos.

Para determinar si los productos estdn contaminados con micotoxinas, se deben analizar cada
uno de ellos. Los procedimientos apropiados de muestreo son un pre-requisito para obtener
resultados que sean confiables debido a la distribucion heterogénea de las micotoxinas en los

granos y otros productos destinados a la alimentacién humana y animal (A.O.A.C, 1995).

Desde 1975, se sentaron bases para la aplicacion de los métodos inmunoquimicos a la
determinacion de micotoxinas puesto que aislaron anticuerpos para el reconocimiento de
aflatoxina B; (Chu y Ueno, 1977). Los métodos inmunoquimicos se fundamentan en la
formacion de un complejo antigeno-anticuerpo. Un anticuerpo (Ac) es una sustancia proteica
producida en un animal como respuesta a la aplicacion de un inmundgeno (antigeno Ag),
sustancia que es considerada extrafia por el organismo animal y frente a la cual se genera una

reaccion de defensa.

Por su origen los anticuerpos son muy especificos en cuanto al reconocimiento del antigeno,
permite por ello la determinacion de cantidades muy pequefias, en forma selectiva de dicho

antigeno.

Analisis de Inmunoafinidad.- es una cromatografia de afinidad o sea una técnica de
separacion de solutos que aprovecha la correspondencia biolodgica de atraccion entre un
anticuerpo que se tiene anclado a una fase s6lida (empacada en una columna) y la molécula

que se va a separar (antigeno) (A.O.A.C, 1995).

Los métodos convencionales de andlisis para las micotoxinas se mencionan en la Tabla 7, se
describe en que consiste cada método y se encuentran ordenados en relacion a los mas

utilizados en la actualidad:
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Tabla 7. Métodos de deteccion de micotoxinas.

— Columnas de inmunoafinidad. e Este método consiste en el empleo
(c) Antibody-affinity chromatography
B . de columnas que estan constituidas
PH 7 buffer - s
® Protain ‘-i; “i)i ‘i.z? 1
s su: N = con anticuerpos monoclonales que

by antibody

2D 22 son especificos para la estructura

de la aflatoxina, cuando esta pasa a

B través de la zona de anticuerpos

especificos.

— HPLC (Cromatografia liquida de alta
resolucion). e Se utiliza una columna de fase

inversa, seguida de la separacion de
la reaccion para proveer a la

[ B aflatoxina de la fluorescencia
(fase movil)

ot RO necesaria para poder cuantificarse.

Desecho

— ELISA (Ensayo de inmunoabsorcion

ligado a enzimas). e Se basa en la capacidad de un
O Micotoxina-enzima-conjugado @ Micotoxina anticuerpo eSpeCiﬁCO para
Y Anticuerpo anti-micotoxina S Substrato

gy ey e distinguir la estructura

3

@ @ . g . . .
ceo ceo®® ~8 = ridimensional de una micotoxina
g — 593 — trid Id t
@
determinada. Consiste en la

reaccion en equilibrio del complejo

antigeno-anticuerpo.

e Es un método de multideteccion
por el que pueden determinarse la
mayoria de las micotoxinas. Para
detectar las micotoxinas se usa
como revelador la lampara de luz

U. V. de longitud larga, floreciendo

color azul y verde.

Fuente: Elaboracion propia, 2016.
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4.8. Practicas para la prevencion y reduccion de la

contaminacion de cacahuate por aflatoxinas

4.8.1. Buenas practicas agricolas (BPA)

Las buenas practicas agricolas, son aquellas que se realizan con la finalidad de disminuir o
evitar dafios ambientales, para mantener una buena produccion y obtener productos inocuos
para las personas que consuman el cacahuate. Es por eso que en la Tabla 9 se mencionan
recomendaciones en cada proceso de recoleccion y almacenamiento, para obtener un

producto libre de aflatoxinas (FAO/OMS, 1996).

Tabla 9. Buenas practicas agricolas (BPA) para cacahuate.

< Practicas recomendadas basadas en las buenas practicas agricolas (BPA)!

(I 4

Antes de la recoleccion?

1.- Se deben tomar en cuenta diversos factores medioambientales y
agrondmicos que influyen en la infeccion de las vainas y las semillas
por los hongos productores de aflatoxinas asi como en la produccion
de estas toxinas. Por ejemplo sequia y altas temperaturas.

2.- Realizar andlisis del suelo para determinar si es necesario aplicar
fertilizantes y/o acondicionadores del suelo con objeto de garantizar
un pH adecuado y el aporte de nutrientes a las plantas para evitar
condiciones adversas, especialmente durante el desarrollo de las
semillas, cuando aumenta la vulnerabilidad del cacahuate a la
infestacion fungica.

3.- Se debe seleccionar un cultivar adecuado para un determinado
periodo de crecimiento y que madure al final de la estacion de las
lluvias, de manera que el secado en el campo después de la
recoleccion pueda realizarse en condiciones favorables. No es
conveniente seleccionar una variedad que se pueda ver afectada por
el déficit hidrico durante la maduracion de la vaina, y puede ser
necesario alcanzar un compromiso entre la recoleccion en
condiciones de escasa humedad y la manera de evitar el déficit
hidrico mediante la utilizacién de cultivares de ciclo corto que
maduran antes del final de las lluvias.

4.- El riego, destinado a asegurar una adecuada humedad del suelo
durante las ultimas cuatro a seis semanas de crecimiento del cultivo,
deberia reducir al minimo la contaminacién por aflatoxinas del
cacahuate antes de la recoleccion. Esto se puede conseguir mediante

1 FAO/OMS, 1996. Informe de la 28? reunién del Comité del Codex sobre Aditivos Alimentarios y
Contaminantes de los Alimentos.
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un cultivo totalmente de regadio o con la aplicacion de riego
complementario a cultivos basicamente de secano. Si se utiliza el
riego, es necesario cerciorarse de que se aplica de manera uniforme
y de que todas las plantas de la parcela reciben un suministro de agua
adecuado.

5.- Las practicas de labranza y de proteccion de los cultivos que
reducen la presencia en el suelo de insectos, acdridos y nematodos
deberian ayudar a reducir la contaminacion por aflatoxinas. Se han
de reducir al minimo los dafios provocados por insectos y por
infecciones fingicas en las proximidades del cultivo, mediante el uso
adecuado de insecticidas y fungicidas registrados y otras practicas
apropiadas comprendidas en un programa de lucha integrada contra
las plagas. Los productores deben consultar a las autoridades locales
0 nacionales para determinar qué insectos y otras plagas habituales
en su region pueden infestar el mani haciéndolo mas vulnerable a las
infecciones fungicas que pueden producir aflatoxinas.

6.- No parece que se haya adoptado ningtin fungicida o combinacion
de fungicidas u otro tratamiento quimico para combatir en la practica
la infeccion por Aspergillus flavus o A. parasiticus y la posterior
contaminacion por aflatoxinas del cacahuate antes de la recoleccion.

1.- Las asociaciones de comercio, asi como las autoridades locales y
nacionales, deben tomar la iniciativa con vistas a difundir
informacion a los productores sobre los peligros asociados con la
contaminacion por aflatoxinas del cacahuate y sobre como pueden
poner en practica procedimientos de recoleccion seguros para reducir
el riesgo de contaminacion por hongos, microbios y plagas.

2.- Es necesario asegurarse de que todo el equipo que se vaya a
utilizar para la recoleccion y para el almacenamiento de la cosecha
estan en buen estado. Una averia en este periodo critico puede
ocasionar pérdidas de calidad del cacahuate y fomentar la formacion
de aflatoxinas.

3.- Es muy importante recolectar el cultivo cuando ha alcanzado su
madurez 6ptima, ya que la presencia durante la recoleccion de un
nimero excesivo de vainas demasiado maduras o muy verdes puede
dar lugar a niveles altos de aflatoxinas en el producto; ademas, un
retraso de la recoleccion del cacahuate ya infectado puede ocasionar
un aumento significativo del contenido de aflatoxinas de la cosecha.

Recoleccion?

4.- Las plantas que mueren debido a la infestacion por plagas,
patoégenos como Sclerotium rolfsii o Fusarium spp. y enfermedades
como el virus de la roseta del cacahuate, o insectos como la termita,
la forficula o el falso estrongilo capaces de causar dafios a las vainas,
deben recolectarse de forma independiente, ya que sus frutos
probablemente contienen aflatoxinas.

3 FAO/OMS, 1996. Informe de la 28" reunién del Comité del Codex sobre Aditivos Alimentarios y
Contaminantes de los Alimentos.
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5.- Si el cacahuate se ha regado, debe velarse porque las plantas que
estan fuera del alcance de los sistemas de riego se recolecten por
separado, para evitar mezclar el cacahuate exento de aflatoxinas con
el que puede estar, potencialmente, contaminado.

6.- Hay que evitar, en la medida de lo posible, danar las vainas
durante la recoleccion, ya que esto puede favorecer una rapida
contaminacion de las vainas por 4. flavus o A. parasiticus.

7.- Tras la recoleccion, las vainas deben quedar expuestas para que el
secado sea lo mas rapido posible. Para ello, se puede dar la vuelta a
las matas de manera que las vainas queden en la parte superior,
alejada del terreno y expuesta al sol y al viento. El curado se debe
completar hasta una actividad acuosa segura lo antes posible para
impedir la proliferacion de microorganismos, particularmente de los
hongos que producen aflatoxinas.

8.- El secado del cacahuate debe realizarse de manera que se
reduzcan al minimo los dafios y el contenido de humedad se
mantenga por debajo del necesario para el desarrollo de mohos
durante el almacenamiento (por lo general, menos del 10% de
humedad), con objeto de impedir la proliferacion adicional de
diversas especies de hongos en el cacahuate.

Transporte*

1.- El cacahuate debe trasladarse a un almacén adecuado o a la zona
de procesamiento para su elaboracion inmediata lo antes posible
después de la recoleccion o el secado.

2.- Los contenedores (por ejemplo, vagones, camiones) que vayan a
utilizarse para recoger el cacahuate recolectado y transportarlo a las
instalaciones de secado, o a los almacenes tras el secado, deben estar
limpios, secos y exentos de insectos y de proliferacion visible de
hongos antes de su utilizacion o reutilizacion.

3.- Las remesas de cacahuate deben protegerse de toda acumulacion
de humedad adicional mediante el uso de contenedores cubiertos o
herméticos, o lonas alquitranadas. Deben evitarse las fluctuaciones
térmicas que puedan ocasionar condensacion en el cacahuate, ya que
esto podria dar lugar a una acumulacion local de humedad y al
consiguiente desarrollo de hongos con formacion de aflatoxinas.

4.- Debe analizarse la contaminacion por aflatoxinas de las
existencias de cacahuate del agricultor con objeto de realizar una
separacion mas precisa para su almacenamiento correcto. Las cargas
exentas de aflatoxinas se deben separar de las cargas con un nivel
bajo de contaminacion por aflatoxinas, destinadas a una elaboracion
y limpieza adicionales, y de las cargas con un nivel alto de
contaminacion.

4 FAO/OMS, 1996. Informe de la 28" reunién del Comité del Codex sobre Aditivos Alimentarios y
Contaminantes de los Alimentos.
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[ 4

Separacion de
lotes

contaminados
por

aflatoxinas’

1.- Se ha investigado de forma exhaustiva la distribucion de las
aflatoxinas en el cacahuate. Los resultados de las investigaciones
indican que la seleccion en funcion de la calidad permite eliminar

una gran parte de las aflatoxinas presentes en el momento de la

recoleccion. La distribucion de las aflatoxinas en un lote de
cacahuate es muy heterogénea y, por consiguiente, el plan de
muestreo utilizado es fundamental.

Almacenamiento

1.- El almacenamiento del cacahuate después de la recoleccion es la
fase en la que mas puede agravarse el problema de las aflatoxinas en
este producto. Para evitar la contaminacion por aflatoxinas en el
almacenamiento, el principal objetivo es impedir la proliferacion de
hongos en el cacahuate debida a la condensacion de humedad o a
goteras en el almacén.

2.- Para impedir que el cacahuate vuelva a mojarse tras el secado, es
necesario un almacén correctamente ventilado, con una cubierta
adecuada, preferiblemente con doble muro lateral, y con suelo de
hormigén. Pintar de blanco las cubiertas de los almacenes reduce la
carga de calor del sol con respecto a la que reciben los materiales
galvanizados tradicionales.

3.- La distribucion uniforme de la carga en el almacén permite la
salida del exceso de calor y humedad y reduce las zonas favorables
para la infestacion por insectos. El apilamiento de existencias de
cacahuate puede producir la acumulacion de calor y humedad, que da
lugar a la proliferacion de hongos y la contaminacion por aflatoxinas.

4.- Para impedir que aumente la concentracion de aflatoxinas durante
el almacenamiento y el transporte, es necesario mantener un bajo
contenido de humedad, una temperatura ambiental adecuada y
condiciones higiénicas. Los hongos A. flavus y A. parasiticus no
pueden desarrollarse ni producir aflatoxinas con actividades acuosas
inferiores a 0,7; la humedad relativa debe mantenerse por debajo del
70%, y las temperaturas entre 0 y 10°C son Optimas para reducir al
minimo el deterioro y el crecimiento de hongos durante el
almacenamiento a largo plazo.

5.- Se debe vigilar, mediante programas de muestreo y analisis
adecuados, el contenido de aflatoxinas del cacahuate que se introduce
o se retira del almacén.

6.- Debe medirse la temperatura del cacahuate de forma periddica
durante su almacenamiento. Un incremento de la temperatura puede
indicar proliferacion microbiana y/o infestacion por insectos. Debe

5 FAO/OMS, 1996. Informe de la 28 reunion del Comité del Codex sobre Aditivos Alimentarios y
Contaminantes de los Alimentos.
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inspeccionarse el cacahuate visualmente para comprobar si existe
proliferacion de hongos; deben separarse las partes del producto que
parezcan infectadas y enviarse, si es posible, muestras para su
analisis; tras la separacion, debe reducirse la temperatura del
producto restante y ventilarlo. No debe utilizarse cacahuate infectado
para producir alimentos o piensos.

7.- Deben documentarse los procedimientos de recoleccion y
almacenamiento utilizados en cada temporada, tomando nota de las
mediciones (por ejemplo, la temperatura y la humedad) y de
cualquier desviacibn o cambio con respecto a las practicas
tradicionales. Esta informacion puede ser muy util para explicar las
causas de la proliferacion de hongos y la formacion de aflatoxinas en
una campafia agricola concreta, y puede ayudar a evitar que se
cometan errores similares en el futuro.

4.8.2. Buenas practicas de fabricacion (BPF)

Las buenas practicas de fabricacion, es un prerrequisito para el almacenamiento del producto
ya que se debe evitar que no haya una fuente de contaminacion. Por lo que se tienen un
conjunto de medidas para asegurarse que el personal que este en contacto con el producto no

tenga posibilidad de contaminarlo (Tabla 10).

Tabla 10. Buenas practicas de fabricacion (BPF) para cacahuate.

R

> Buenas practicas de fabricacion (BPF)

1.- Las existencias de cacahuate del agricultor que se reciben en la planta de
descascarado deben inspeccionarse a su llegada. Es aconsejable conocer el origen
e historial de cada lote de cacahuate. Hay que examinar el vehiculo de transporte;
si no es completamente cerrado, debe disponer de una cubierta, como una lona
alquitranada, para proteger el producto de la lluvia o de otras fuentes de humedad.
Durante la descarga, debe observarse el aspecto general del cacahuate. Si se
puede percibir la humedad del cacahuate al tacto, NO debe mezclarse con el
cacahuate almacenado sin envasar. El vehiculo que contiene el cacahuate debe
quedar aparcado a la espera de que se tome una decision sobre la evacuacion del
producto. Si es posible, debe tomarse una muestra de cada lote, deben separarse
los granos y debe descascararse el resto para observar la calidad del cacahuate
antes de tomar una decision relativa a la aceptacion del producto.

2.- Las especificaciones relativas a la compra de cacahuate destinado a
elaboracion posterior adicional deben incluir un nivel maximo de aflatoxinas
basado en métodos de andlisis adecuados y en un plan de muestreo correcto.

(I 4

Recepcion y
descascarado®

¢ FAO/OMS, 1996. Informe de la 28° reunion del Comité del Codex sobre Aditivos Alimentarios y
Contaminantes de los Alimentos.

31



ANTECEDENTES

3.- Deben tomarse precauciones especiales para rechazar el cacahuate que
presente signos de dafios por insectos o proliferacion de hongos, debido al peligro
de que contengan aflatoxinas. Deben conocerse los resultados de los analisis de
aflatoxinas del cacahuate empleado como materia prima antes de permitir su
elaboracion. Cualquier lote de cacahuate con un nivel inaceptable de aflatoxinas,
que no pueda reducirse a niveles permitidos mediante los equipos de seleccion
disponibles, debe rechazarse.

4.- La industria de elaboracion de cacahuate debe asegurarse de que el proveedor
de cacahuate descascarado sea capaz de controlar adecuadamente sus propias
operaciones para garantizar que el producto acabado no sobrepase el limite
maximo de aflatoxinas.

5.- Debe examinarse la posible presencia de hongos en todos los granos con
cascara suelta, danados y de tamafio inferior al normal. Si no hay hongo externo
visible, los granos deben partirse para descubrir la posible proliferacion oculta de
hongo. La proliferacion excesiva de hongo o la presencia de uno que se asemeje
a A. flavus es motivo para realizar un analisis quimico de la presencia de
aflatoxinas o para rechazar el lote.

Seleccion’

1.- La seleccion es la etapa final para eliminar los granos defectuosos. Las cintas
de seleccion deben estar bien iluminadas; no deben transportar mas de una capa
de cacahuate y su velocidad debe ser tal que permita garantizar que los
trabajadores que realizan la seleccion a mano eliminen eficazmente la materia
extrafia y los granos defectuosos. La maquinaria de seleccion debe ajustarse, con
patrones de referencia, con la mayor frecuencia posible, para asegurar que se
retiren todos los granos defectuosos.

2.- Para eliminar de forma eficaz los granos contaminados por hongo, se debe
realizar una seleccion antes y después del escaldado y tostado. Si la elaboracion
incluye el partido, los granos que no se abren deben eliminarse. Se ha de
comprobar la eficacia de las técnicas de seleccion, mediante andlisis periddicos
del contenido de aflatoxinas de la corriente de cacahuate seleccionado o del
producto acabado, o de ambos. Dichos andlisis deben realizarse con la frecuencia
suficiente para asegurarse de que el producto sea plenamente aceptable.

3.- Los granos defectuosos (enmohecidos, con alteraciones del color, rancios,
marchitos, arrugados, dafiados por insectos o que presenten otros dafios) deben
ensacarse por separado y deben etiquetarse como no aptos para el consumo
humano. Los contenedores de cacahuate defectuoso deben retirarse de la zona de
elaboracion lo antes posible. Los materiales contaminados o que presenten
peligro de contaminacion por aflatoxinas deben desviarse a usos no alimentarios.

7 FAO/OMS, 1996. Informe de la 28 reunion del Comité del Codex sobre Aditivos Alimentarios y
Contaminantes de los Alimentos.
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4.- El cacahuate rechazado en el proceso de seleccion se debe destruir o separar
de los productos comestibles. Si se va a destinar a la trituracion, se debe ensacar
por separado y se debe etiquetar como no apto para el consumo humano directo
en su estado actual.

5.- El escaldado, utilizado junto con mesas de gravedad y con la selecciéon manual
o electronica, permite eliminar de forma muy eficiente las aflatoxinas de los
granos contaminados. Se ha comprobado que la seleccion por color, combinada
con el escaldado, puede reducir la contaminacion por aflatoxinas hasta en un
90%.

Envasado y almacenamiento

de producto final®

1.- Los cacahuates deben envasarse en sacos de yute claros, cajas de carton o
sacos de polipropileno. Si se utilizan sacos de yute, debe velarse por que los sacos
no se hayan tratado con aceites minerales a base de hidrocarburos. Todos los
sacos o cajas deben llevar indicado el lote del producto, para facilitar su
rastreabilidad antes de su traslado a instalaciones de almacenamiento controlado
0 su transporte.

2.- El cacahuate elaborado debe almacenarse y transportarse en condiciones que
permitan mantener la integridad del contenedor y de su contenido. Los medios
de transporte deben estar limpios, secos, protegidos de la intemperie, exentos de
infestacion y sellados para impedir que el agua, los roedores o los insectos
alcancen el producto. El cacahuate se debe cargar, mantener y descargar
protegido de dafios y de la humedad. Se recomienda el transporte en vehiculos
bien aislados o refrigerados cuando las condiciones climaticas lo hagan
necesario. Cuando se descarga cacahuate de un vehiculo refrigerado, o tras el
almacenamiento en frio, deben extremarse las precauciones para impedir la
condensacion. En condiciones climaticas calurosas y humedas, hay que dejar que
los cacahuates alcancen la temperatura ambiente antes de exponerlos a las
condiciones externas; este acondicionamiento puede requerir uno o dos dias. El
cacahuate que haya caido al suelo es vulnerable a la contaminacién y no debe
utilizarse para productos comestibles.

8 FAO/OMS, 1996. Informe de la 28" reunién del Comité del Codex sobre Aditivos Alimentarios y
Contaminantes de los Alimentos.
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4.9. Técnicas del manejo integrado de plagas y enfermedades

El llamado manejo integrado de plagas es un conjunto de técnicas de control que son eficaces
desde el punto de vista bioldgico (por ejemplo inhibitorio, antibidtico), ecologico y
econdmico; posibilita y resalta el empleo de elementos naturales para regular poblaciones de
plagas o patdgenos por debajo del nivel de dafio que seria econdmicamente aceptable. Una
de las herramientas del manejo integrado de plagas es el control biologico, que aunque data
de los principios de la agricultura, se formalizé como disciplina a principios del siglo XX y
que ha adquirido nuevamente relevancia por la preocupacion de la preservacion del ambiente
y la inocuidad alimentaria (Serrano y Galindo, 2007). El control biologico forma parte de

diversas técnicas de control en los cultivos (Figura 9).

* Manejo de factores
fisicoquimicos.

e Densidad de siembra.
* Rotacion de cultivos.
e Inundacion

* Solarizacién.
* Trampas fisicas.

* Plaguicidas selectivos
* Hormonas.
* Feromonas.

* Bioplaguicidas.
» Insectos benéficos.

Figura 9. Técnicas de manejo integrado de plagas y enfermedades.
Fuente: Serrano y Galindo, 2007.
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4.10. Importancia del control biologico

La primera vez que el término de control biologico se utilizé fue por Harry S. Smith en 1919,
en California, E. U. A., para referirse al uso de enemigos naturales para el control de insectos

plaga (Jacas, 2010).

Su alcance se ha extendido con el tiempo, a tal grado que ahora se presentan problemas para
definirlo adecuadamente, en particular porque el término implica aspectos académicos y
aplicados (Nigam, 1988). Greathead y Waage (1983) definen el control biol6gico como “uso
de organismos vivos como agentes para el control de plagas”. Otro concepto es el de
Eilenberg ef al. (2001) en donde sefala que el término “organismos vivos” también incluye
a los virus, pero excluye los genes o fragmentos de genes, asi como los metabolitos obtenidos
en la ausencia de los organismos que los producen. Por lo cual, el control bioldgico de plagas
se realiza mediante parasitoides, depredadores y patdgenos, pero no a través de cultivos
transgénicos. En el caso de control bioldgico de maleza se incluye el uso de organismos
fitéfagos y patogenos. A los agentes de control biologico de fitopatdgenos, causantes de

enfermedades, se les conoce cominmente como antagonistas (Zavaleta et al., 2015).

A nivel mundial se estd dando a conocer que la disciplina del control bioldégico como
estrategia de combate de plagas inici6 a fines del siglo XIX. En 1889 se reportd el primer
caso exitoso de control bioldgico, realizdndose en la escama algodonosa de los citricos,
Icerya purchasi Maskell, en California, E .U. A.: después de introducir desde Australia a la

Catarina depredadora “Vedalia” (Figura 10), Rodolia cardinalis (Zavaleta et al., 2015).

Figura 10. Catarina depredadora “Vedalia” Rodolia cardinalis (Mulsant).
Fuente:Zavaleta, 2015.
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Aunque el control biologico presenta multiples ventajas econdmicas y ecoldgicas, esta no es
una solucion, ya que no se habla de una eliminacion total de plagas y enfermedades, por lo
que también posee sus desventajas. Historicamente se dio por hecho que la introduccion de
agentes exoticos de control bioldgico era ambientalmente segura y sin riesgos, esto no
siempre es cierto. Ya que en ocasiones llega a dafiar también especies hacia las cuales no iba
dirigido el control, llegando a atacar organismos benéficos, esta es unas de las principales
problemadticas de las invasiones biologicas (Zavaleta, 2015). Pero si se realiza una adecuada
planificacion de la aplicacion del control bioldgico y una evaluacion de los enemigos

naturales no habria porque cometer errores.

4.10.1. Control biolégico de hongos fitopatéogenos

El control bioldgico es una de los métodos de combate en el control de plagas y
enfermedades, por sus innegables ventajas ambientales, y consiste en el uso de organismos
vivos para disminuir la densidad de poblacion o el impacto de un organismo, y hacerle menos

abundante o menos perjudicial de lo que es (Pfenning, 2011).

Las enfermedades vegetales resultan de la interaccion de un patéogeno con un hospedero u
hospedante susceptible en un ambiente favorable. En el siguiente tridngulo de la enfermedad

se ejemplifica como un cuarto factor actia como control bioldgico; los organismos

__ENFERMEDAD |

[ HOSPEDERO U HOSPEDANTE ]

antagonistas (Figura 11).

[AMBIENTE] [ PATOGENO ]

ANTAGONISTA

Figura 11. Concepto de control biolégico de enfermedades vegetales.
Fuente: Elaboracion propia, 2016.
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Definiendo entonces que el control biologico es la reduccion de la densidad de indculo o de

las actividades inductoras de enfermedad de un patdégeno o un parasito, en estado activo o

latencia, por la accion de uno o mas organismos (Baker y Cook, 1974).

Los componentes de control bioldgico son cuatro: patdgeno, antagonista, ambiente y huésped

(Tabla 11):

Tabla 11. Componentes del control biologico.

Patogenos

e Las enfermedades de las plantas pueden ser causadas por agentes bidticos como hongos,
bacterias, virus, etc., o abidticos, que son capaces de alterar el normal funcionamiento de
las plantas y resultar una enfermedad.

e El control del patégeno se puede aplicar en cualquier parte de su ciclo de vida; existen
diversas estrategias de control, basadas en la epidemiologia, que pueden ir dirigidas a la
eliminacion o la reduccion del indculo inicial o bien a la disminucion del desarrollo de la
enfermedad. Estas estrategias seran eficientes dependiendo del tipo de patdgeno al que
nos enfrentemos, monociclico o policiclico .

e En el control de los patdgenos vegetales se consideran también otros aspectos como su
naturaleza, es decir, si son biotrofos o necrotrofo, su accesibilidad al antagonista, etc.

Antagonistas

e El antagonismo es toda accion directa o indirecta ejercida por microorganismos que
resulta en la reduccion de la expresion de una enfermedad. En términos de control, los
antagonistas son agentes bioldgicos con potencial para inferir en cualquiera de los
procesos vitales de los patogenos vegetales. Los antagonistas pueden ser todo tipo de
organismos: hongos, bacterias, nematodos, protozoos, virus y plantas. El término es
equivalente al de enemigos naturales, utilizado en el caso de las plagas. Un
microorganismo antagonista puede presentar cinco modos de accion frente a un patdogeno:

1.- Competencia: es la lucha de dos 0 mas organismos por conseguir un sustrato que no es
suficiente para todos ellos (Baker y Cook, 1974). La competencia puede ser por nutrientes,
factores de crecimiento y espacio.

2.- Antibiosis: es la inhibicion del crecimiento o de las actividades metabolicas de un
organismo por la acciéon de una sustancia (a bajas concentraciones) producida por otro
organismo.

3.- Explotacion: incluye la depredacion y el parasitismo directo, implica un contacto intimo
entre el huésped y el parasito. En el control bioldgico el tnico parasitismo importante es el
hiperparasitismo o interrelacion que se presenta entre un hongo y otro que, a su vez, es
parasito de las plantas superiores.

4.- Resistencia inducida: es un fenomeno en el cual los mecanismos de defensa del huésped
reconocen y responden a un organismo menos dafiino, el agente de biocontrol, de modo que
el huésped estd listo para un ataque al patoégeno.

5.- Lisis: es la destruccion o desintegracion enzimatica total o parcial de un organismo. Las
enzimas implicadas en el proceso son hidrolasas de los tipos, quitinasas y glucanasas.
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La planta huésped es un participante en todos los sistemas de control biologico dirigidos
a la supresion de las actividades inductoras de enfermedad de los patégenos, asi como en
muchos casos de control bioldgico dirigido a regular la cantidad de indculo de éste. Puede
actuar directamente suprimiendo la patogénesis o la reproduccion del patéogeno por
mecanismos de resistencia o indirectamente al proporcionar el punto de accion de uno o
mas antagonistas.

Ambiente | Huéspedes

Incluye temperatura, potencial hidrico, radiacion, pH, cargas superficiales, presion parcial
de gases, 1ones y elementos y compuestos de carbono que contienen energia. Cada uno de
estos factores varia en tiempo y en especie e interacciona entre ellos. El ambiente abiotico
es dinamico, heterogéneo y complejo. Su medida y conocimiento son dificiles y sigue
siendo un gran reto para el control bioldgico y en general para la fitopatologia.

En el control biologico de fitopatdgenos se emplean principalmente dos estrategias (Zavaleta,

2015):

1) Tomando ventaja de los antagonistas residentes o nativos partiendo del hecho de que

en la naturaleza existen infinidad de enemigos naturales de los patdogenos.

2) Mediante la introduccion de antagonistas.

En este sentido los microorganismos antagonistas comprenden aquellos organismos que

interfieren en la supervivencia o desarrollo de los patdégenos (Figura 12).

Tecnologia
de aplicacion
y registro

Formulacion . ‘

Figura 12. Desarrollo tecnolégico para la comercializacion de control biolégico de fitopatégenos.

Fuente: Serrano y Galindo, 2007.
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4.11. Control bioldgico en México

El control biolégico como disciplina y método de combate de plagas se inici6 en México
practicamente después de conocerse el éxito de la catarinita Vedalia (Rodolia cardinalis),

acontecido en Estados Unidos (Barrera, 2006).

Un ejemplo de aplicacion del control bioldgico en nuestro pais inicio en la década de 1940
con la introduccion de Aphelinus mali (Haldeman) para el control del pulgon lanigero del

manzano Eriosoma lanigerum, en Coahuila (Barrera, 2006).

Con la fundacién de la Comision de Parasitologia Agricola en 1900, se planearon programas
enfocados al reconocimiento de hongos entomopatdégenos para el control de chapulines y
langosta; el desarrollo de metodologias para la cria masiva de Pyemotes ventricosus
(Newport) y su suso en el control del picudo del algodonero Anthonomus grandis Boheman;
la exploracién de enemigos naturales de la mosca pinta Aeneolamia postica (Walker); y la
importacion desde Europa de Salmonella typhi murinum Loeffler para el control de rata de

campo (Rodriguez et al., 2015).
1) Mediante la introduccion de antagonistas

El control de patogenos mediante la introduccion de antagonistas es la que mas atencion ha
recibido; no obstante, es dificil que los antagonistas introducidos se establezcan en suelos no
tratados (sin fumigacion, debido a que se busca introducir un organismo extrafio en una
comunidad biologicamente diversa. La deteccion y seleccion de antagonistas con eficacia
comprobada es apenas la primera etapa de muchas mas que implican investigacion en
métodos de produccion masiva, formulacion apropiada que garantice la viabilidad y vida de
anaquel del producto, métodos de aplicacion y compatibilidad de agroquimicos utilizados y
practicas culturales realizadas en la produccion de cultivos. En México el hongo Trichoderma
spp., que es un micoparasito, y que ademas secreta antibidticos y enzimas degradadoras de
pared celular, se ha reconocido como uno de los agentes de control bioldgico y antagonistas
con gran potencial de desarrollo comercial para el manejo de enfermedades inducidas por

fitopatdgenos con origen en el suelo (Barrera, 2006).
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El interés por el control bioldgico de enfermedades de las plantas a nivel mundial incremento
a partir de la década de 1960; actualmente podemos constatar que el desarrollo de alternativas
de manejo de fitopatdgenos ha sido relativamente lento. Quizas el mayor obstaculo en el
avance de esta tecnologia de control de enfermedades radicé en equipararla con el control
quimico, y en identificarla como una practica de control que resolveria los problemas
fitosanitarios de los cultivos agricolas. Esta practica debe considerase como una estrategia de
un programa de manejo integrado de enfermedades, en el que mediante la aplicacion de
varios métodos de control logre una disminucion poblacional del fitopatogeno en los
agroecosistemas, de tal forma que su impacto econémico en los cultivos se reduzca de manera

consistente (Zavaleta, 2015).

De los microorganismos que se han aprobado en México para el control biologico de
fitopatogenos destacan los hongos. Aproximadamente alrededor del 63% corresponden a
hongos y el 31% a bacterias. El potencial de levaduras y actinomicetos como agentes de
control bioldgico ha sido menos explorado. La busqueda de agentes de control biologico se
ha centrado principalmente en dos géneros de microorganismos: Trichoderma 'y Bacillus, y
de estos las especies 7. harzianum Rifai y B. subtilis (Ehrenberg). Otros hongos y bacterias
que han utilizado con menor frecuencia son: Pochonia, Gliocladium, Coniothyrium,
Clamidosporium e Idriela;, Pseudomonas, Burkholderia y Serratia, respectivamente. Los
principales fitopatégenos en los que se han enfocado los trabajos de control bioldgico
corresponden a los hongos Fusarium, Sclerotium, Rhizoctonia, y el oomyceto Phytophtora,
la bacteria Erwinia y los nematodos Nacobbus. Actualmente en México estan disponibles
alrededor de 36 productos comerciales de control bioldgico, pero se desconoce en su mayoria
si son elaborados con antagonistas mexicanos o extranjeros; de las compaiias distribuidoras

24 son mexicanas y tres son empresas trasnacionales (Barrera, 2000).
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4.12. Programa de Arizona con la cepa AF36 no toxigena

Como ya se habia mencionado antes las aflatoxinas son toxinas cancerigenas, son producidas
por algunas especies de Aspergillus como A. flavus y A. parasiticus. Desde hace mas de 30
anos las aflatoxinas son un factor de pérdidas anuales en el cultivo de algodon en Arizona,
E.U., equivalentes a cinco millones de ddlares o més. La semilla de algodon contaminada
que rebasa de las 20 ppb no puede ser utilizada para el alimento bovino, ya que la semilla se
utiliza para el alimento de las vacas lecheras. El Dr. Peter Cotty (2008), identifico una cepa
de A. flavus no productora de aflatoxinas que es la AF36 altamente competitiva con otras
cepas de Aspergillus aflatoxigenas nativos de suelos de Arizona. Esta cepa se aplicd en
campos de Arizona en la produccion de algodon para interferir en la contaminacion de
aflatoxinas, ya que es una de las principales causas por las que sufren pérdidas en la
produccion. Aunque, esté estrictamente regulada el nivel aflatoxinas se encuentra en una
severa desventaja comercial ya que si no se cuenta con las condiciones de almacenamiento
optimas corre el riesgo de seguirse propagandose el hongo, dando como resultado en la
aplicacion de una reduccion en la contaminacion en las semillas de algodon. Esta evaluacion
de la investigacion fue observada en los campos comerciales de Yuma, Arizona
especificamente durante el periodo 1996-1998 y con base a esta informacion se registré el

producto (USDA ARS, 2008).

La AF36 se formul6 en semillas de trigo esterilizadas (el germen y microbios indeseables
son eliminados). La semilla de trigo sirve como vehiculo y como fuente de alimento del
hongo. Para que sea eficaz la AF36 debe crecer en las semillas de trigo y producir los
conidios. El crecimiento inicialmente es blanco y algodonoso, ya que cuando los conidios se
presentan en un tono verdoso. Los conidios se diseminan por todo el campo para competir
con las cepas productoras de aflatoxinas toxigenas. Para que el hongo se desarrolle tiene que
haber una humedad adecuada (generalmente suministrado por el riego) y la temperatura (por
arriba de 21° C). En teoria, la aplicacién de una cepa no toxicogena de A. flavus (es decir,
AF36) debe presentarse principalmente en los desechos de la cosecha anterior para un mayor
desarrollo. Esto proporciona una ventaja en la competencia por los recursos de cultivos
durante la infeccion y crecimiento de la poblacion de A. flavus asociada a la produccion de

cultivos. Sin embargo, la aplicacion puede variar dependiendo del tipo de suelo, fecha de
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siembra, y las practicas de riego. Los suelos secos y arenosos pueden requerir un tratamiento

posterior (USDA ARS, 2008).
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1. Obtencion de cepas de Aspergillus flavus y/o A. parasiticus

no toxigenas
5.1.1. Productos de cacahuate

Para aislar y caracterizar las cepas de 4. flavus o A. parasiticus no productora de aflatoxinas
en este trabajo se investigaron en los siguientes 10 productos (Figura, 13), los aislamientos

se llevaron a cabo en el laboratorio L1-103 en los edificios de Agricola.

Muestra Producto Procedencia
a Semillas de cacahuate criollo tipo Virginia Jalisco, 2013.
b Cascara de semillas de cacahuate Jalisco, 2013.
Centro comercial local,
c Cacahuates con cascara Cuautitlan Izcalli, Edo. de

Meéxico, 2013.
Mercado local, Cuautitlan

d Cacahuates con cascara Izcalli, Edo. de México,
2013.
Centro comercial local,
e Cacahuates botaneros Cuautitlan Izcalli, Edo. de

México, 2013.

Mercado local, Cuautitlan
f Cacahuates japoneses Izcalli, Edo. de México,
2013.

Cuautitlan Izcalli, Edo. de
México, 2013.

Cacahuates de desayunos escolares

h Semillas de cacahuate tipo Valencia Jalisco, 2013.
i Cacahuates botaneros tostados con cascara Puebla, 2013.
j Suelo Jalisco, 2013.

Figura 13. Material biolégico, productos comerciales de cacahuate.
Elaboracién propia, 2013.
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5.1.2. Aislamiento de Aspergillus Secc. Flavi a partir de las muestras de

cacahuates

Se realizaron aislamientos del hongo 4. flavus y A. parasiticus para posteriormente realizar

la identificacion.

Los granos de cacahuate de las semillas y los productos comerciales se desinfectaron
superficialmente por 1 min con hipoclorito de sodio al 1%. Posteriormente, se enjuagaron
con agua destilada e inmediatamente se escurrieron en sanitas de papel estéril, se colocaron
30 granos 6 semillas de cacahuate de cada muestra, en dos cajas con medio de cultivo agar
papa dextrosa (PDA). Todo esto se realiz6 en la campana de flujo laminar del laboratorio.
Las cajas se incubaron a 25° C por 7 dias. Las cepas con caracteristicas tipicas de Aspergillus

Secc. Flavi se aislaron para proceder a su identificacion a partir de cultivos monospdricos.

5.1.3. Aislamiento de Aspergillus Secc. Flavi a partir de suelo

Para el aislamiento de A. flavus y A. parasiticus, se realizé el aislamiento del suelo donde se
cosecho la semilla de cacahuate, un gramo de suelo se suspendid y se agitdé en vortex por 1
min en agua estéril. De esta suspension se prepard una serie de diluciones. Un factor final de
dilucién de 10 0 107 se considerd adecuado para el aislamiento de los hongos. Las alicuotas
de la dilucion final fueron distribuidas en cajas Petri con un medio de agar. Se multiplicé el
promedio de las unidades formadoras de colonias (UFC) en las placas, por el factor de
dilucion empleado. Las cepas con caracteristicas tipicas de Aspergillus secc. Flavi se aislaron

para proceder a su identificacion a partir de cultivos monosporicos.

44



MATERIALES Y METODOS

5.1.4. Obtencion de las colonias de cultivos monosporicos

Los aislamientos se obtuvieron de colonias a partir de una sola espora por dos métodos: 1)
de punta de hifa que consiste en tomar la punta de una hifa observandola en el microscopio
de diseccion y resembrandola en una caja de petri con agar y 2) por el método de diluciones,
para que las esporas quedaran aisladas se trabajo con tween al 0.1% y cada colonia resulte de

la germinacion de una sola espora (Figura 14).

Figura 14. Cultivos monospéricos: 1) Método de diluciones y 2) Punta de hifa.
Elaboracion propia, 2016.

5.1.5. Aislamientos axénicos e identificacion de Aspergillus Secc. Flavi

aislados de cacahuates

Al término del periodo de incubacion se realizaron resiembras de los hongos de Aspergillus
Secc. Flavi para obtener las cepas puras. Para su identificacion se considerd la macro- y

micromorfologia (ANEXO 1) de las colonias en base a la clave de Maren A. Klich (2002).

Para obtener las medidas de las estructuras microscopicas como vesicula, estipes y conidios,
y de la macromorfologia de las colonias, se prepard una suspension de esporas y se sembraron
4 pl de la suspension con una micropipeta en placas de PDA (papa-dextrosa-agar), MEA
(extracto de malta-agar), CYA (czapek-extracto de levadura-agar) y MSA (malta-sal-agar)
una suspension de esporas contenida en una gota de tween 20 al 0.1% estéril. Se inoculd en
tres puntos equidistantes (Figura 15) y se dejo secar por 30 min. Posteriormente las placas
con los diferentes medios de cultivo se incubaron a 25° C por 7 dias. Se realizaron 30

mediciones de cada estructura micromorfoldgica de las muestras.
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Figura 15. Distribucion de colonias en tres puntos equidistantes.
Elaboracion propia, 2016.

5.1.6. Desarrollo de cepas de Aspergillus Secc. Flavi en medio de cultivo

Se utilizé un medio de cultivo (PDA) para determinar la capacidad productora de aflatoxinas
de las cepas aisladas. Por lo que se prepard el medio de cultivo, se puede preparar con papas
naturales o con el producto comercial deshidratado (Figura 16) en este caso fue con el ultimo,
se peso la cantidad de PDA requerida en este caso fueron 19.5 gr y se afor6 en un matraz de
500 ml con agua destilada, se disolvid y se tapd con tapones de gasa, se cubrid con papel
aluminio y se sell6 con cinta masking tape. Se esterilizo en la autoclave a una temperatura de
121 °C a una presion de 15 1b y se mantuvo asi 20 min. El medio se vacio en las cajas de
Petri desechables esteriles. De os cultivos axénicos monosporicos obtenidos de las muestras
analizadas fueron sembrads en el medio de cultivo PDA y se incubaron a 25 °C durante 7

dias.

Figura 16. Preparacion de medio de cultivo PDA.
Elaboracion propia, 2013.
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5.1.7. Cuantificacion de la produccion de aflatoxinas totales en medio

PDA de las cepas aisladas

Después de haber pesado las cajas con las cepas, se resto el peso de la caja para realizar los
calculos para la cuantificacion. Tomando en cuenta que para 50 gr. corresponden 100 ml de
metanol al 80% y 5 g de Cloruro de sodio (NaCl) se calcularon las proporciones. Se licud6 el
medio de cultivo con la cepa, el metanol y el cloruro de sodio por 1 min., se filtré con papel
filtro aflautado en probetas con embudos; del filtrado se tomaron 10 ml y se adicionaron 40
ml de agua destilada. Inmediatamente, se filtré con papel fibra de vidrio en las bombas de
extraccion tomando 10 ml y se pasaron por la columna de anticuerpos monoclonales
(AflaTest®) (Figura 17). Despues se lavo la columna con 10 ml de agua destilada dos veces
y para finalizar se pasé 1 ml de metanol grado HPLC, recolectandose en un vial. Para realizar
la lectura en el fluorometro VICAM serie 4 se le adicion6 1 ml de la solucion reveladora
(Bromo) al 1% y se tom¢ la lectura. Todas las muestras fueron analizadas con base al método

aprobado por la AOAC (1995).

Figura 17. Columnas de anticuerpos monoclonales (AflaTest®).
Elaboracion propia, 2016.
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5.2. Fase experimental in vitro

5.2.1. Material biologico de la prueba in vitro

La semilla de cacahuate (Arachis hypogaea L.) (Figura 18) con la que se trabajo fue traido

de San Nicolas de las Flores, Jalostotitlan, Jalisco.

Figura 18. Material biologico, semilla de cacahuate.
Elaboracion propia, 2016.

5.2.2. Contenido de humedad

La determinacion del contenido de humedad se realizé por el método de secado en estufa de
aire caliente, que se basa en la determinacion gravimétrica de la pérdida de la masa de la
muestra deseada. Para lo cual se utilizaron cajas de aluminio a peso constante, con
aproximadamente 3 g de muestra colocandolas en la estufa a 103° C por 72 horas (Moreno,

1996).

Posteriormente se ajust6 el contenido de humedad de las semillas de cacahuate a 15% por
equilibrio con una humedad relativa de 90% mantenida en recipientes con una solucion

saturada de cloruro de potasio, para favorecer el desarrollo de A. flavus.
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5.2.3. Suspension de esporas para inocular las semillas de cacahuate

La suspension de esporas se realizo por la técnica de raspado de colonias en agua estéril con
Tween 20 al 0.01%, realizando el conteo de esporas con la cdmara de Neubauer y se ajusto

a5 x 105 esporas/pl.

Las cepas con las que se trabajaron fueron la cepa 3 de A. flavus no toxigena (4. flavus
UNIGRAS-3) y la cepa 28 de A4. flavus altamente toxigena (4. flavus UNIGRAS-28). Estas
cepas fueron proporcionadas por Moreno-Lara (2004), como parte de su trabajo de teis de

maestria.

5.2.4. Diseiio experimental de prueba in vitro

Las unidades experimentales consistieron en cuatro recipientes con cuatro cajas de Petri con
24 semillas cada una. Se colocaron en una incubadora de precision durante 14 dias a 27° C
para el crecimiento del hongo inoculado. El disefio experimental fue de bloques al azar con
cuatro tratamientos (Figura 18): T1= Agua destilada (Testigo), T2= Inoculadas con la cepa
no toxigena (4. flavus UNIGRAS-3), T3= Inoculadas con la cepa toxigena (4. flavus
UNIGRAS-28), T4= Inoculadas con la cepa no toxigena y toxigena (combinacion de
UNIGRAS-3/UNIGRAS-28 en una proporcion 1:1) y T5= Inoculadas con la cepa no
toxigena y toxigena (combinacion de UNIGRAS-3/UNIGRAS-28 en una proporcion 100:1)
(Figura 19).

La cantidad de indculo se definid en relacion a la concentracion natural de esporas que se ha

reportado en campos de E. U. con problemas de aflatoxinas.
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Figura 19. Diseiio experimental de la fase in vitro.
Elaboracion propia, 2013.

5.2.5. Inéculo de la prueba in vitro

La inoculacion se realizd en la campana de flujo laminar, se hizo una perforacion de 3-5 mm
a las semillas de cacahuate con un sacabocados, se aplicé la suspension de esporas (5 x 105
esporas/ ul) con una micropipeta de cada uno de los tratamientos mencionados en el punto

6.2.4. A las semillas del T1 se inocularon con 1 pul de agua.

6.2.6. Cuantificacion de aflatoxinas totales por columnas de anticuerpos

monoclonales de prueba in vitro en las semillas de cacahuate

Las aflatoxinas se determinaron en las semillas de acuerdo al método de extraccion con
columnas de anticuerpos monoclonales (Figura 20) y cuantificacion en fluorometro aprobado

por la AOAC, también incluido en la norma oficial mexicana NOM-188-SSA1-2002.
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Las aflatoxinas fueron extraidas mediante la molienda de 25 gr de muestra de cacahuates en
una licuadora con 5 gr de cloruro de sodio y 125 ml metanol al 70% por 2 min., el extracto
se filtrd a través de papel filtro aflautado de 24 cm @ Whatman No. 1 en probetas de 100 ml
y embudos de 100 mm @ de vidrio, del filtrado se tomaron 25 ml y se diluyeron en 50 ml de
agua destilada en matraces Erlenmeyer de 125 ml, la preparacion diluida paso por un segundo
filtrado con papel filtro de fibra de vidrio de 11 cm @ Whatman con un embudo de vidrio de
60 mm . Del filtrado se tomaron 30 ml y se pasaréon a través de una columna de
inmunoafinidad AflaTest® con anticuerpos monoclonales especificos para aflatoxinas las
cuales fueron colocadas en cada una de las bombas (Figura 20). En este estado la aflatoxina
se liga al anticuerpo de la columna. Posteriormente la columna es lavada dos veces con 10
ml de agua para eliminar impurezas. Para finalizar la extraccion de las aflatoxinas totales
(AF) se paso por la columna 1 ml de metanol grado HPLC, las aflatoxinas son removidas del
anticuerpo a un vial, se toma el extracto y se toma lectura en el fluorometro se le adiciono 1
ml de solucion reveladora (solucion de bromo al 0.002%) que se prepard el dia que se utilizo,
se paso por el vortex y se realizé la cuantificacion en el fluorémetro (VICAM serie 4) después

de transcurridos 60 segundos se toma lectura de cada una de las muestras.

Figura 20. Extraccion de aflatoxinas totales: Izq. Filtrado del extracto. Der. Bombas con la
columna de inmunoafinidad AflaTest®.
Elaboracién propia, 2016.
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5.3. Fase experimental en invernadero

5.3.1. Material biologico de la prueba en invernadero

Las semillas que se utilizaron para sembrar en condiciones de invernadero fueron cacahuates
criollos tipo Virginia de porte erecto, de vainas y semillas grandes procedentes de San
Nicolas de las Flores, Jalostotitlan, Jalisco, cosechada en el mes de julio de 2013. Las semillas

sin cascara fueron conservadas a temperatura ambiente, en frascos hasta su siembra.

5.3.2. Prueba de germinacion de cacahuate

Para conocer la viabilidad de las semillas de cacahuate, se realizd la prueba de germinacion.
Se determind con un lote de 240 semillas (tres repeticiones de 80 semillas) de cada unidad
experimental, en toallas de papel anchor himedas enrolladas, incubadas a 25 °C durante 7

dias (ISTA, 1996).

5.3.3. Siembra de plantas de cacahuate

El experimento se monto en el invernadero ubicado en la Unidad de Investigacion de Granos
y Semillas (UNIGRAS) en Cuautitlan Izcalli, Edo. de México (Figura 21). Las muestras de
semilla de cacahuate pertenecen al ciclo agricola Primavera-Verano. La temperatura
promedio durante el desarrollo de las plantas fue de 28 °C, registrando la temperatura de

maxima-minima cada tercer dia.

Figura 21. 1zq. Invernadero de UNIGRAS. Der. Unidades experimentales, macetas.
Elaboracion propia, 2016.
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Las unidades experimentales consistieron de macetas (bolsas negras de 5 kg) con tres
semillas. El sustrato de cada maceta estuvo compuesto de una combinacion de peat-moss con
tepojal (3:1), previamente esterilizado en la autoclave a una temperatura de 121 °C con una

presion de 15 1b en 20 min (Figura 22).

Figura 22. Sustrato combinacién peat-moss/tepojal.
Elaboracion propia, 2016.

5.3.4. Suspension de esporas para inocular las plantas de cacahuate

La cantidad de in6culo utilizado se eligié en relacion a la concentracion natural de esporas

5 x 10°que se ha reportado en campos de E. U. con problemas de aflatoxinas (Cotty, 1994).

5.3.5. Disefio experimental en invernadero

Se realizaron pruebas de competencia con A. flavus UNIGRAS-3 como biocontrol y 4. flavus

UNIGRAS-28 en plantas de cacahuate, cultivadas en macetas en el invernadero.

Se siguid un disefio experimental de bloques al azar con cuatro tratamientos: T1= Agua
destilada, T2= Inoculadas con la cepa toxigena (4. flavus UNIGRAS-28), T3= Inoculadas
con la cepa no toxigena (4. flavus UNIGRAS-3) y T4= Inoculadas con ambas cepas
(combinacion 4. flavus UNIGRAS-3/ A. flavus UNIGRAS-28) a una proporcioén 6:1; (Figura

23) con 5 repeticiones con tres plantas.
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Figura 23. Disefio experimental en invernadero.
Elaboracién propia, 2016.

La evaluacion del daio fisioldgico en las plantas atribuible a la inoculacion de las cepas, se
llevo a cabo por la estimacion del porcentaje de germinacion y vigor de las semillas, cantidad
de frutos producidos, peso fresco y seco de las plantas, tamafio final de las plantas de

cacahuate.

5.3.6. Inoculacion de las plantas con los tratamientos

La inoculacion se realizd en el invernadero, después de que emergieron las plantas de
cacahuate, se dejaron crecer aproximadamente 15 cm para desenterrarlas y aplicarles el
indculo, se aplico la suspension de esporas (5 x 10° esporas/ ul) pero esta fue licuada con
medio de cultivo PDA para una mayor retencion del indculo en el sustrato de cada uno de los

tratamientos mencionados en el punto 6.3.5. a las plantas.

5.3.7. Determinacion de aflatoxinas por la prueba de ROSA® FAST
Aflatoxin Quantitative CHARM SCIENCES, INC

Se utilizd esta prueba por la cantidad de frutos obtenidos de las plantas que eran de 20 gr
aproximadamente, después de haber realizado el tostado de los cacahuates. Se pesaron 10 g

de cada muestra y se licuaron con 20 ml de metanol al 70% por 1 min, después se dejo reposar
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2 min e inmediatamente se tomd 1 ml de la muestra, se colocaron en tubos eppendorf para
centrifugar por 1 min a 3000 rpm a una temperatura de 16°C en la centrifuga (Eppendorf
5417R). Posteriormente, de los tubos se extrajeron 100 pl para diluirlo en otro tubo con 1.0
ml de AFQ Buffer y finalmente se filtr6. Se aplicaron 300 pl del extracto diluido en las tiras

y se incubaron 5 min a 35°C previo a la lectura de los resultados (Figura 24).

Figura 24. Prueba de ROSA® FAST aflatoxin quantitative CHARM SCIENCES, INC.

Fuente: Elaboracién propia, 2013.

5.3.8. Determinacion de fenoles totales

Se determiné el contenido de fenoles totales en los frutos de cacahuate, por el método de
Folin-Ciocalteau. Se pesaron 250 mg en un tubo para centrifuga de los cacahuates molidos
de cada tratamiento, se le agreg6 1 ml de metanol al 80%, se agitd en el vortex por un 1 min.,
se centrifugd a 10 000 rpm durante 15 min., se recupero el sobrenadante y se transfirio a otro
microtubo, a la pastilla (pellet) de cacahuate se le agregaron 500 pl de metanol al 100%, de
nuevo se agito en el vortex 1 min., para centrifugar la muestra a 10 000 rpm durante 15 min.,
se recuperd el sobrenadante y se transfirid al microtubo que contenia el sobrenadante
obtenido de la primera centrifugacion. Se ajusto el volumen a 2 ml con metanol absoluto, los
microtubos siempre estuvieron protegidos de la luz. Para finalizar la determinacion de fenoles
se prepard la curva patron (ANEXO 2). Se mezclaron 1500 pl de agua con 200 ul de la
muestra, 200 pl de una solucion de carbonato de sodio al 20% y 100 pl de reactivo de Folin-
Ciocalteau 2N, la mezcla se incub6 30 min a temperatura ambiente y protegida de la luz,

transcurrido el tiempo se registrd la absorbancia a 760 nm en un espectrofotometro. La
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cuantificacion se realiz6 por medio de una curva estandar de 4cido galico con el fin de
expresar los resultados en equivalentes de este compuesto, realizando los siguientes calculos

(Trejo, 2010).

Acido géalico (mg/ml) = ((D.O. + b)/m)* FD

Donde:

b= ordenada al origen
m= pendiente

FD= factor de dilucion

5.3.9. Analisis estadistico

Los resultados se sometieron a un analisis estadistico de varianza (ANOVA) y se aplicaron
pruebas de rango multiple (Tukey) para establecer una diferencia significativa (a=0.05) y
obtener la comparacion de medias entre los diferentes tratamientos, utilizando el paquete

estadistico GraphPad Prism 5.0.
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VL. RESULTADOS Y
DISCUSION

Elaboracion propia, 2016.
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VI. RESULTADOS

6.1. Descripcion de las especies de Aspergillus Secc. Flavi

encontradas en los aislamientos de las muestras de cacahuate

En las micobiotas obtenidas a partir de las diferentes muestras se encontraron aislamientos de A.

flavus que a continuacion se describen.
6.1.1. Aspergillus flavus Link
=>» Caracteristicas de las colonias en medios de cultivo (Figura 25).

Los conidios en CYA25 son de color verde profundo, verde oliva o simplemente oliva, las cepas
obtenidas una coloracion amarilla; esclerocios, en las cepas que los presentaron fueron de color
marron oscuro a negro, variables en forma y tamafio; presentaron exudado incoloro a marrdn; con
reverso sin color, marréon opaco o anaranjado; variable en la textura de la colonia, generalmente
de 2-3 mm de profundidad, lanoso a flocoso. En MEA los conidios son oliva u ocasionalmente
verde obscuro (Klich, 2002), las cepas aisladas presentaréon micelio blanco o poco visible;
esclerocios algunas veces presentes, cafés o negros, forma y tamafo variables; generalmente
incoloro al reverso o algunas veces de color amarillo péalido; especialmente flocosas al centro de

la colonia. La morfologia de las colonias en CZ es similar a las de CYA25 (Klich, 2002).

Se realizo la identificacion de la micromorfologia de las cepas de cacahuate, por lo que se
obtuvieron promedios de las 30 mediciones de las estructuras, realizadas a cada cepa y se

reportaron en la siguiente tabla (Tabla 12).

En relacion a la identificacion de la medicion de estructuras y las caracteristicas observadas en la
macromorfologia, se concluye que las cepas encontradas en los productos de cacahuate pertenecen
a la especie A. flavus, de acuerdo a la descripcion de Klich (2002). Cabe destacar que A. parasiticus
no estuvo presente en las muestras analizadas siendo que este hongo esta reportado como la
principal especie productora de micotoxinas en el cacahuate y en el suelo que se cultiva tal como

lo menciona Diener (1989).
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Figura 25. Aspergillus flavus: Colonias de A) CYA25, B)
MEA, C) CYA37, D) PDA, 7 dias de incubacion.
Fuente: Elaboracion propia.

W
O



RESULTADOS Y DISCUSION

Tabla 12. Medicion de estructuras micromorfolégicas de A. flavus.

Diametro de colonia (mm) Estipe Vesicula Seriacion Conidios
CEPAS CYA25 ~MEA | PDA  Longiud (um) vowedela Dameto g, Longitud | g, | Texturadela
superficie (um) (um) superficie

a 56.57 67-70 60-62 474-645 fr 22-41 gl/el u/b 3.2-42 gl/el I/fr
b 56-60 7172 60-64 474-723 fr 20-42 gl/el u/b 3.2-42 gl/el I/fr
c 59-60 66-70 55.58 616-895 fr 20-37 gl/el u/b 3.2-4.1 gl/el I/fr
d 57.58 68-70 57.60 593-833 fr 20-35 gl/el u/b 4-4.8 gl 1/fr
e 55.57 64-67 56-60 553-806 1 23-37 gl u/b 3.2-4 gl/el I/fr
f 54-55 64-65 57 403-858 fr 20-35 gl/el u/b 3.2-4 gl/el I/fr
g 6878  62-64 | 38-41 435-718 1 2631 gllel u/b 4-4.2 ol 1

i 67-73 60-65 49-51 435-758 1 20-38 gl/el u/b 4 gl 1

i 72-80 68-69 5054 403-677 fr 20-38 gl/el u/b 3.2-42 gl/el I/fr

Nota: fr= finamente rugoso, I= liso, gl=globoso, el= elipsoidal, u= uniseriado, b=biseriado (a= semillas de cacahuate criollo tipo Virginia provenientes
de Jalisco; b= cascara de las semillas de cacahuate criollo tipo Virginia provenientes de Jalisco; c= cacahuates de centro comercial local con cascara;
d= acahuates del mercado local con ciascara; e= acahuates salados; f= acahuates japoneses; g= cacahuates de desayunos escolares; h= semillas de
cacahuate tipo Valencia; provenientes de Jalisco; i= cacahuates tostados con cascara de Puebla y j= suelo de Jalisco donde estaba sembrado el
cacahuate) Tukey P<0.05. Elaboracién propia, 2016.
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6.1.2. Resultados de la cuantificacion de aflatoxinas de las cepas

aisladas de las muestras de cacahuate

En relacion a la capacidad de produccion de aflatoxinas de cada aislamiento, se encontraron los

resultados que se reportan a continuacion (Figura 26).
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Figura 26. Produccion de aflatoxinas en productos de cacahuate (a= semillas de cacahuate criollo tipo Virginia
provenientes de Jalisco; b= cascara de las semillas de cacahuate criollo tipo Virginia provenientes de Jalisco;
c¢= cacahuates de centro comercial local con cascara; d= acahuates del mercado local con cascara; e= acahuates
salados; f= acahuates japoneses; g= cacahuates de desayunos escolares; h=semillas de cacahuate tipo Valencia;
provenientes de Jalisco; i= cacahuates tostados con cdscara de Puebla y j= suelo de Jalisco donde estaba
sembrado el cacahuate) Tukey P<0.05. Elaboracion propia, 2016.

Se observaron diferencias en la capacidad de produccion de AF entre las cepas. La cepa a, b, e y f, fueron
altamente productoras de la toxina. A diferencia de éstas, las cepa g fue la que present6 la menor produccion
de aflatoxinas. El resto de las cepas se pueden considerar en un nivel intermedio. Esto concuerda con los
resultados de Moreno-Lara (2004) quien reporté una amplia variacion en la capacidad micotoxigena de las
cepas. Sin embargo cabe mencionar que ninguna cepa fue no productora y por lo tanto no se obtuvo ninguna

cepa que se pudiera utilizar como biocontrol en este trabajo.
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6.2. Fase experimental in vitro

6.2.1. Invasion de A. flavus en las semillas de cacahuate inoculadas in vitro

Para la evaluacion de la competencia entre la cepa no productora y las productoras de A. flavus en
las cajas de Petri, se utilizé una escala de severidad del crecimiento del hongo sobre las semillas.
Los niveles de la escala fueron los siguientes: 0= sin crecimiento fungico, 1= 1% de la semilla
cubierta con el hongo, 2= 25% de la semilla cubierta con el hongo, 3= 50% de la semilla cubierta
con el hongo y 4=100% de la semilla cubierta con el hongo. Ademads se registro el porcentaje de

semillas en cada nivel de la escala (Tabla 13):

Tabla 13. Escala de severidad de A. flavus en las semillas de cacahuate inoculadas.

Escala de Severidad (%)

Nivel
CACAHUATE 1 2 3 predominante
il 40 34 11 11 4
T2 1 38 19 29 13
T3 4 14 9 42 31 3
T4 0 22 19 46 13 3
T5 3 35 35 18 9 1,2

Nota: T1= Agua destilada (Testigo); T2= Inoculadas con la cepa no toxigena (UNIGRAS-3); T3= Inoculadas
con la cepa toxigena (UNIGRAS-28); T4= Inoculadas con la cepa no toxigena y toxigena (combinacién de
UNIGRAS-3/UNIGRAS-28 en una proporcion 1:1) y T5= Inoculadas con la cepa no toxigena y toxigena
(combinacion de UNIGRAS-3/UNIGRAS-28 en una proporcion 100:1). Elaboracion propia, 2016.

Como se puede observar en la tabla, el T1 tuvo un 40% del nivel 0, pero si se llegaron a observar
algunas cabezuelas de 4. flavus, y se registro el 34% de semillas en el nivel 1. En relacion al
biocontrol T2 se observé la presencia del hongo en un 38% del nivel 1, lo cual refleja que la cepa
UNIGRAS-3 no es muy agresiva. En el T3 y T4 los porcentajes fueron similares de 42% y 46%
del nivel 3. En el T5 el 35% de las semillas se clasificaron en el nivel 1 y el otro 35% en el nivel
2, en el nivel 3 se registré un 18% y en el nivel 4 solo un 9%. Como Horn (2005) menciona en
relacion a la colonizacion de Aspergillus en semillas de cacahuate, la competencia entre saprofitos
puede variar en relacion a las temperaturas a las cuales las semillas estuvieron sometidas. Para
darle una estandarizacion a la prueba in vitro se trabajo con las mismas temperaturas y las mismas
condiciones. Por los resultados anteriores se concluye que A. flavus UNIGRAS-28 fue mas

agresiva que A. flavus UNIGRAS-3 en estas condiciones. Ademds se comprobd la competencia
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entre 4. flavus UNIGRAS-3 y 4. flavus UNIGRAS-28 ya que en el T4 solo se obtuvo el 13% del
nivel 4 en comparacion al 31% de este nivel con el T3. La proporcidn entre las cepas competidoras
es importante para ver un efecto de biocontrol. Con la proporcion 100:1 se logré reducir el nimero

de semillas invadidas severamente por el hongo como se observa en el T5 (Figura 27).

Figura 27. Cajas de Petri con semillas inoculadas. 1) A. flavus UNIGRAS-3; 2) A. flavus UNIGRAS-28); 3)
Combinacion de A. flavus UNIGRAS-3/A. flavus UNIGRAS-28 en una proporcion 1:1 y 4) Combinacion de
UNIGRAS-3/ A. flavus UNIGRAS-28 en una proporcion 100:1. Elaboracion propia, 2016.
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6.2.2. Cuantificacion de aflatoxinas totales por columnas de anticuerpos

monoclonales en cacahuates inoculados de la prueba in vitro

Después de haber observado el porcentaje de infeccion de las semillas de cacahuate en la prueba

in vitro (7.2.1) se realizo la determinacion de AF totales de cada tratamiento, (Figura 28):
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Figura 28. Produccion de aflatoxinas en cacahuates in vitro con A. flavus [T1= Agua destilada (Testigo), T2=
Inoculadas con la cepa no toxigena (UNIGRAS-3); T3= Inoculadas con la cepa toxigena (UNIGRAS-28); T4=
Inoculadas con la cepa no toxigena y toxigena (combinacién de UNIGRAS-3/UNIGRAS-28 en una proporciéon
1:1) y T5= Inoculadas con la cepa no toxigena y toxigena (combinacion de UNIGRAS-3/UNIGRAS-28 en una
proporciéon 100:1)] Tukey P<0.05. Elaboracién propia, 2016.

En el T1 el contenido de AF totales fue mayor aunque las semillas no fueron inoculadas, como se
menciond antes, la semilla estaba contaminada con 4. flavus de manera natural. En el T2 y T3 no
se observo diferencias significativas. En el T4 se observéd una reduccion de los niveles de AF
siendo significativamente diferente en relacion a los demas tratamientos. En el TS se observo una
menor concentracion de AF que en los demads tratamientos, siendo significativamente diferente.
De acuerdo a los resultados anteriores podemos afirmar que A4. flavus UNIGRAS-3 pudo disminuir
la contaminacion de las semillas con AF en las condiciones in vitro, principalmente en la
proporcion 100:1. Es importante mencionar que A. flavus UNIGRAS-3 es un buen biocontrol tanto
para 4. flavus UNIGRAS-28 como para las cepas de 4. flavus que se encontraron de manera natural

en la semilla.
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6.3. Fase experimental en invernadero

Al finalizar el desarrollo vegetativo de nuestro cultivo de cacahuate en el invernadero se procedid
a sacar las plantas y desenterrarlas para poder realizar las mediciones de altura de la planta, el peso
que tenian en ese momento cada uno de los tratamientos y realizar el secado en la estufa, tanto de

la planta como de los frutos.

6.3.1. Caracterizacion de plantas de cacahuate inoculadas en invernadero

Los resultados obtenidos en la evaluacion de las caracteristicas fisioldgicas de las plantas se
presentan a continuacion. En relacion a la altura de las plantas de cacahuate, esta no se vio afectada

en las plantas de ninguno de los tratamientos y no hubo diferencia significativa entre ellos, (Figura
29):
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Figura 29. Altura de las plantas de cacahuate inéculadas con A. flavus en invernadero [T1= Agua destilada
(Testigo); T2=Inoculadas con la cepa no toxigena (A. flavus UNIGRAS-3); T3=Inoculadas con la cepa toxigena
(A. flavus UNIGRAS-28) y T4=Inoculadas con la cepa no toxigena y altamente toxigena (combinacién A. flavus
UNIGRAS-3/ A. flavus UNIGRAS-28 a una proporcion 6:1)] Tukey P<0.05. Elaboracion propia, 2016.

Estadisticamente en relacion a la altura de las plantas no se observo diferencias significativas, por
lo que en ninguno de los tratamientos se vio afectado su desarrollo por 4. flavus UNIGRAS-3 y A4.
Sflavus UNIGRAS-28, entonces el biocontrol no afecta las caracteristicas fisioldgicas de la planta,
pero cabe resaltar que en las plantas inoculadas con 4. flavus UNIGRAS-28 es tuvieron lesiones

sus tallos.
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6.3.2. Peso fresco de plantas y frutos del cacahuate inoculadas en invernadero

Para obtener el peso fresco, se pesaron las plantas de cacahuate de cada tratamiento con sus
repeticiones, después de haberlas desenterrado y haberles retirado toda la tierra. Los resultados

fueron los siguientes (Figura 30):
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Figura 30. Pesos fresco de las plantas de cacahuate inoculadas con A. flavus en invernadero [T1= Agua destilada
(Testigo); T2= Inoculadas con la cepa no toxigena (UNIGRAS-3); T3= Inoculadas con la cepa toxigena
(UNIGRAS-28) y T4= Inoculadas con la cepa no toxigena y altamente toxigena (combinacion UNIGRAS-
3/UNIGRAS-28 a una proporcion 6:1)] Tukey P<0.05. Elaboracion propia, 2016.

En relacion al vigor de las plantas del T2, se puede observar que hubo un aumento en el peso en
comparacion del T1. Pero en el T3 el efecto de la cepa altamente toxigena es muy notable, ya que
los dafios ocasionados por el hongo fueron observados en las caracteristicas de la planta tanto en
peso fresco, como en el vigor de los tallos y la coloracion de las hojas. En relacion al T4 el peso
fue similar a los tratamientos T1 y T2, por lo que se ve el efecto que tiene 4. flavus UNIGRAS-3
que es el biocontrol. La cepa no toxigena, compitié con 4. flavus UNIGRAS-28 y disminuy? el

efecto adverso que tiene ésta sobre el vigor de las plantas (Figura 30).
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Figura 31. Plantas de cacahuate en invernadero, 1) Testigo; 2) A. flavus UNIGRAS-3 biocontrol; 3) A. flavus
UNIGRAS-28 altamente toxigena y 4) Combinacion A. flavus UNIGRAS-3/ A. flavus UNIGRAS-28 a una
proporcion 6:1. Elaboracion propia, 2016.

En cuanto al peso de los frutos obtenidos de cada uno de los tratamientos después de realizar la

prueba estadistica se obtuvieron los siguientes datos (Figura 31):
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Figura 32. Pesos fresco de los frutos de cacahuate producidos en plantas inéculadas con A. flavus en invernadero
[T1= Agua destilada (Testigo; T2= Inoculadas con la cepa no toxigena (A. flavus UNIGRAS-3); T3= Inoculadas
con la cepa toxigena (A. flavus UNIGRAS-28) y T4= Inoculadas con la cepa no toxigena y altamente toxigena
(combinacion UNIGRAS-3/UNIGRAS-28 a una proporcion 6:1)] Tukey P<0.05. Elaboracién propia, 2016.
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Nuevamente la aplicacion de la cepa no toxigena incremento el peso de los frutos de cacahuate. Y
en relacion a los frutos del T3, se observd que disminuyo la cantidad de cacahuates obtenidos con
A. flavus UNIGRAS-28. Ya que el inoculo fue colocado en el suelo pudo haber sido un factor de
contaminacion directa de la cepa altamente toxigena con los frutos. En el T4 la cantidad de los
frutos no se vio afectado ya que los datos son similares a las del T1 y T2. Entonces la aplicacion
de 4. flavus UNIGRAS-3 tanto en el T2 y T4 favorecio el desarrollo de los frutos de cacahuate

tanto en cantidad como en sus caracteristicas fisiologicas (Figura 33).

Figura 33. Frutos de cacahuate cosechados, 1) Testigo; 2) A. flavus UNIGRAS-3 biocontrol; 3) A. flavus
UNIGRAS-28 altamente toxigena y 4) Combinacién A. flavus UNIGRAS-3/ A. flavus UNIGRAS-28 a una
proporcién 6:1. Elaboracién propia, 2016.
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6.3.3. Peso seco de plantas y frutos de cacahuates inoculadas en invernadero

Después de haber realizado el secado de las plantas en bolsas de papel de estraza y los frutos en
sobres de papel con ventilacion, por 72 hrs a una temperatura de 103° C para cada tratamiento con

sus repeticiones, se volvieron a pesar para realizar la comparacion de datos en relacion a su peso

fresco (Figura 34).
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Figura 34. Pesos seco de las plantas de cacahuate indculadas con A. flavus en invernadero [T1= Agua destilada
(Testigo); T2= Inoculadas con la cepa no toxigena (UNIGRAS-3); T3= Inoculadas con la cepa toxigena
(UNIGRAS-28) y T4= Inoculadas con la cepa no toxigena y altamente toxigena (combinacion UNIGRAS-
3/UNIGRAS-28 a una proporcion 6:1)] Tukey P<0.05. Elaboracion propia, 2016.

En el T1, T2 y T4 se obtuvieron las cifras mas altas de peso seco, sin diferencia estadistica entre
ellos. Pero en el T3 seguimos observando los mismos efectos de la cepa altamente toxigena, ya
que este tratamiento fue el que menor peso presentd. Entonces en relacion a la aplicacion de la
cepa no toxigena, se observd que compitié con la cepa altamente productora, y redujo el efecto

negativo sobre el vigor y el peso de la planta (Figura 34).
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Figura 35. Pesos seco de frutos de cacahuate producidos en plantas in6culadas con A. flavus en invernadero
[T1= Agua destilada (Testigo); T2= Inoculadas con la cepa no toxigena (UNIGRAS-3); T3= Inoculadas con la
cepa toxigena (UNIGRAS-28) y T4= Inoculadas con la cepa no toxigena y altamente toxigena (combinacién
UNIGRAS-3/UNIGRAS-28) a una proporcion 6:1)] Tukey P<0.05. Elaboracién propia, 2016.
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Los datos son congruentes con los resultados del peso fresco de los frutos, sin embargo no hubo
diferencia estadistica entre los tratamientos (Figura 35), si bien se observa un peso seco promedio

menor en el T3 (Figura 36).

Figura 36. Peso seco de cacahuates cosechados, 1) Testigo; 2) UNIGRAS-3 biocontrol; 3) UNIGRAS-28
altamente toxigena y 4) Combinacion UNIGRAS-3/UNIGRAS-28 a una proporcion 6:1. Elaboracién propia,
2016.
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6.3.4. Cuantificacion de aflatoxinas totales por la prueba de ROSA® FAST
Aflatoxin Quantitative CHARM SCIENCES, INC en los cacahuates

inoculados en invernadero

En relacidon a los niveles de contaminacion con aflatoxinas en los cacahuates inoculados en
invernadero, se encontraron los siguientes resultados (Figura 37):
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Figura 37. Produccion de aflatoxinas en cacahuates de plantas inéculadas en invernadero con A. flavus [T1=
Agua destilada (Testigo); T2= Inoculadas con la cepa no toxigena (UNIGRAS-3); T3= Inoculadas con la cepa
toxigena (UNIGRAS-28) y T4= Inoculadas con la cepa no toxigena y altamente toxigena (combinacion
UNIGRAS-3/UNIGRAS-28 a una proporcion 6:1)] Tukey P<0.05. Elaboracién propia, 2016.

Se observaron diferencias significativas en la produccion de AF en los frutos de cada tratamiento.
En el T1 se observa que su contenido de AF fue mayor (31 ppb) porque venia contaminada
naturalmente la semilla con A. flavus. A diferencia de éste, el T2 fue el que presentd menor
produccion de aflatoxinas (17 ppb) y el T3 (25 ppb) fue estadisticamente igual al T1. Y el T4
disminuy6 (20 ppb) mas en comparacion con los tratamientos T1 y T3. Todo lo anterior nos indica
que el biocontrol fue aplicado de manera benéfica para los frutos de cacahuate y por lo tanto

disminuyo6 la contaminacién por AF en el producto final.
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6.3.5. Determinacion de Fenoles Totales de los frutos de cacahuate en seco

En los cacahuates ontenidos de las plantas inoculadas en invernadero se observo una diferencia en
la coloracién de los cacahuates, siendo que estuvieron las mismas horas y temperatura para cada
uno de los tratamientos. Los cacahuates a pesar de que se mantuvieron bajo las mismas condiciones
de temperatura T3 presentaron una coloracion café mas obscura en comparacion con los demas
tratamientos. Este cambio de color puede atribuirse a diversos factores, entre ellos a la actividad
de la polifenoloxidasa. Esta enzima junto con la peroxidasa forma polifenoles para reforzar las
paredes celulares como respuesta al ataque de patdgenos para dificultar su acceso hacia el interior
celular (Badui, 1999). Después de haberlos molido para la cuantificacién de aflatoxinas totales y
en base a la determinacion de fenoles totales. Dado que la técnica utilizada en este trabajo no
implica el uso de enzimas que liberen fenoles covalentemente unidos a otros componentes de pared

celular, los resultados nos sefialaron los niveles de fenoles solubles en cada tratamiento (Figura

38):
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Figura 38. Fenoles totales en cacahuates de plantas inéculadas con A. flavus [T1= agua destilada (Testigo); T2=
inoculadas con la cepa no toxigena (UNIGRAS-3); T3= inoculadas con la cepa toxigena (UNIGRAS-28) y T4=
inoculadas con la cepa no toxigena y toxigena (combinacion de UNIGRAS-3/UNIGRAS-28 en una proporcién
1:1] Tukey P<0.05. Elaboracién propia, 2016.

Los resultados obtenidos en relacion a los fenoles totales de los cacahutes molidos podemos
observar que estadisticamente el T1 es mayor a los tratamientos T2, T3 y T4. Estos resultados nos
sugiere que en presencia de 4. flavus hubo respuesta de la actividad enzimatica utilizando como
sustrato fenoles y por lo tanto se observd una disminucion en el contenido de fenoles en los

tratmientos con 4. flavus. Aunque no hubo diferencia significativas entre T2, T3 y T4, en el T3
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se observa tendencia en la disminucion del contenido de fenoles totales. En la figura 37 podemos
observar que se obtuveron niveles numericamente mayores de fenoles en T4, en el que aprecia una
competencia entre ambas cepas y la cepa UNIGRAS-3 reduj6 nuevamente el efecto negativo de la

cepa altamente toxigena.

En los resultados obtenidos en este trabajo se observo la presencia de aflatoxinas que afect6 tanto

la calidad sanitaria de los cacahuates, como su fisiologia y vigor del cultivo (Figura 39).

Figura 39. Coloraciéon de cacahuates molidos para la determinacion de fenoles totales, 1) Testigo; 2)
UNIGRAS-3 biocontrol; 3) A. UNIGRAS-28 altamente toxigena y 4) Combinacion UNIGRAS-
3/UNIGRAS-28 a una proporcién 6:1. Elaboracién propia, 2016.

73



CONCLUSIONES

VII.CONCLUSIONES

Elaboracién propia, 2016.
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Con base en los resultados obtenidos se concluye lo siguiente:

1. En las muestras de cacahuate analizadas se encontrardn con una alta incidencia de cepas
de Aspergillus flavus tanto en los productos elaborados a base de cacahuate, como en las
muestras de semillas y en el suelo de cultivo de cacahuate que se analizaron. Por lo que lo

A. flavus fue la especie predominante.

2. Elefectode 4. flavus UNIGRAS-3 en la fase in vitro redujo la concentracion de aflatoxinas
totales en las semillas de cacahuates inoculadas en relacion directa a la cantidad de in6culo

del biocontrol.

3. La concentracion de aflatoxinas en los frutos de cacahuate disminuy6 con la aplicacion de

la cepa A. flavus UNIGRAS- 3 en plantas en condiciones de invernadero.

4. Se comprobd que las plantas inoculadas con la cepa A. flavus UNIGRAS-28 presentaron
un mayor dafio fisioldgico en tallos, hojas y frutos, asi como menor produccion de frutos y

mayores concentraciones de aflatoxinas.

5. El peso fresco y seco de las plantas y de los frutos fue mayor con el uso de la cepa no
toxigena. Y en donde no se inoculo la cepa 4. flavus UNIGRAS-3 fue menor el peso fresco

y seco de las plantas y de los frutos.

6. Por lo que queda demostrado que la cepa de A. flavus UNIGRAS-3 no toxigena pueda
competir con cepas toxigenas y por lo tanto disminuir los niveles de aflatoxinas en los
frutos. Se concluye que 4. flavus UNIGRAS-3 puede ser utilizada como biocontrol en la

aplicacion del cultivo de cacahuate.



CONCLUSIONES

VIII. PERSPECTIVAS

1.

En relacion a las conclusiones y a los resultados obtenidos se demuestra, si se sigue
realizando constantemente las aplicaciones del biocontrol, la contaminacion por
aflatoxinas reducird, ya que como se ha comprobado que conforme las dosis vayan
aumentando el riesgo de que se eleven los niveles de aflatoxinas en este caso en el cultivo

de cacahuate sea minimo.

Se ha reportado altas producciones de aflatoxinas en el cultivo de algodon, por lo que una
de las recomendaciones para futuros trabajos de investigacion, es realizar pruebas en este

cultivo y comprobar si se puede aplicar un biocontrol para la contaminacion de aflatoxinas.
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ANEXOS

ANEXO 1. Registro de caracteristicas macroscopicas y microscopicas de Aspergillus.

Caracteristicas macroscépicas (Colonias)

Diametro

Tamaio de esclerocios

Color
Caracteristicas microscopicas
Conidioforo Longitud um
Textura de la superficie
Vesicula Didmetro pm
Forma
Seriacion Uniseriados/ Biseriados
Conidios Longitud um
Forma

Aspecto de la superficie

Fuente: Klich, 2002.

ANEXO 2. Curva patrén de fenoles totales acido galico/g

No. Ac. Ac.
de Galico  Galico
tubo (mg/mL) (uL)
Bceo. 0 0
1 0.02 40
2 0.04 80
3 0.06 120
4 0.08 160
5 1.0 200

Agua

Agua Folin N2,CO Agitar Leer en
Destilada Destilada Ciocalte (ZL) > ydejar el

(pL) (nL) (nL) " reposar espectro
200

160

120 .

20 1500 100 200 30 min. 765 nm
40

0

*Solucion patrén de acido galico 0.1 mg/mL

Pesar 0.010 g y se disuelven en 1 mL de etanol. Se afora con agua destilada a 100 mL.
* Carbonato de sodio anhidro 20 % p/v

Pesar 20 g de carbonato de sodio anhidro y disolverlo en 80 mL de agua destilada hirviendo.
Enfriar a temperatura ambiente, después de 24 horas, filtrar sobre papel y aforar a 100 mL

con agua destilada.

*Reactivo comercial de Folin-Ciocalteu

Fuente: Trejo, 2010.



ANEXOS

ANEXO 3. Comparacion de medias de produccion de aflatoxinas en cacahuates in vitro con
A. flavus.

P '}‘ﬁﬂ:yde Mean Dff. q  OSUNENt Summary  95% CIof diff
T1 vs T2 3725 4,528 Si C 11952 6451
T1 vs T3 370,0 4,498 Si - 58.99 a 243.0
T1 vs T4 830,0 10,09 Si on 121726231
T2 vs T3 2,500 0,03039 No s 86.47 2 270.5
T2 vs T4 4575 5,561 Si o -94.19 2 89.79
T3 vs T4 460.,0 5,592 Si - 27272 -88.67

ANEXO 4. Comparacion de medias de altura de las plantas de cacahuate indculadas con 4.
flavus en invernadero.

Pr;sﬁzyde Mean Diff. q S;?‘l‘gi;‘;“ Summary = 95% CI of diff
T1 vs T2 1,200 0,7861 No ns -4.976 27.376
T1vs T3 1,200 0,7861 No ns -4.976 27.376
T1 vs T4 0,2000 0,1310 No ns -5.976 2 6.376
T2 vs T3 0,0000 0,0000 No ns -6.176 2 6.176
T2 vs T4 -1,000 0,6551 No ns -7.176 2 5.176
T3 vs T4 -1,000 0,6551 No ns -7.176 2 5.176

ANEXO 5. Comparacién de medias de peso fresco de las plantas de cacahuate indculadas

con A. flavus en invernadero.

Pr;::ﬂ:yde Mean Diff. q S;?‘l‘gi;‘;“ Summary ~ 95% CI of diff
T1 vs T2 2748 1,209 No ns T119.5 a 64.51
T1 vs T3 151,0 6,640 i = 58.99 2 243.0
T1 vs T4 229,68 1,305 No ns -121.7 a 62.31
T2 vs T3 178,5 7,849 i ohon 86.47 2 270.5
T2 vs T4 2200 0,09676 No ns -94.19 2 89.79

T3 vs T4 -180,7 7,946 Si ook -272.7 a -88.67



ANEXOS

ANEXO 6. Comparacion de medias de peso fresco de los frutos de cacahuate producidos en

plantas inoculadas con A. flavus en invernadero.

P '}‘ﬁﬂ:yde Mean Dff. q  OSUNENt Summary  95% CIof diff
T1 vs T2 15,98 2,574 No ” 41,09 2 9.138
T1vs T3 10,59 1,706 No ns -14.53 a 35.71
T1 vs T4 110,84 1,747 No ns :35.96 a 14.27
T2 vs T3 26,57 4,280 Si ° 1452 a 51.68
T2 vs T4 5,136 0,8274 No ” -19.98 2 30.25
T3 vs T4 21,43 3,453 No ns 146.55 2 3.684

ANEXO 7. Comparacion de medias de peso seco de las plantas de cacahuate indculadas con

A. flavus en invernadero.

P '}‘l‘:ﬁzyde Mean Diff. q S;?‘L“gf(f;t Summary ~ 95% CI of diff
T1 vs T2 -2,880 0,2924 No ns -42.74 2 36.98
T1vs T3 75,78 7,693 Yes ok 35922 115.6
T1 vs T4 -5,000 0,5076 No ns -44.86 2 34.86
T2 vs T3 78,66 7,985 Yes ok 38.80a 118.5
T2 vs T4 2,120 0,2152 No ns -41.98 2 37.74
T3 vs T4 -80,78 8,200 Yes ok -120.6 a -40.92

ANEXO 8. Comparacién de medias de peso seco de frutos de cacahuate producidos en

plantas indculadas con A. flavus en invernadero.

Pr;skzyde Mean Diff. q S;?‘l‘gf(fs"t Summary = 95% CI of diff
T1 vs T2 -1,986 0,6388 No ns -14.56 a 10.59
T1vs T3 4,504 1,449 No ns -8.074 2 17.08
T1 vs T4 2212 0,7115 No ns -14.79 a 10.37
T2 vs T3 6,490 2,088 No ns -6.088 a 19.07
T2 vs T4 -0,2260  0,07270 No ns -12.80 a 12.35
T3 vs T4 6,716 2,160 No ns -19.29 a 5.862
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ANEXOS

ANEXO 9. Comparacion de medias produccion de aflatoxinas totales en cacahuates de

plantas inoculadas en invernadero con A. flavus.

P ";ﬁﬂ:yde Mean Dff. q  OSUNENt Summary  95% CIof diff
T1vs T2 12,00 7,074 Si o 5.037 2 22.96
T1 vs T3 6,000 3,032 No s 2,963 a 14.96
T1 vs T4 11,00 5558 Si : 2.037 a 19.96
T2 vs T3 8,000 4,042 No s -16.96 2 0.9631
T2 vs T4 3,000 1516 No ns _11.96 2 5.963
T3 vs T4 5,000 2,526 No ns :3.963 a 13.96

ANEXO 10. Comparacion de medias produccion de aflatoxinas totales en cacahuates de

plantas indculadas en invernadero con 4. flavus.

P '}‘l‘:ﬁzyde Mean Diff. q S‘Pg‘;‘i(;‘.c(fs“t Summary  95% CI of diff
T1 vs T2 0,2000 7,746 i = 0.08306 2 0.3169
T1vs T3 0,2500 9,682 i = 0.1331 2 0.3669
T1 vs T4 0,1767 6,842 i o 0.05973 a 0.2936
T2 vs T3 0,05000 1,936 No ns 20.06694 a 0.1669
T2vsT4  -0,02333  0,9037 No ns 20.1403 a 0.09360
T3vsT4 | -007333 2,840 No ns 20.1903 a 0.04360
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