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RESUMEN

El cacahuate es importante en la alimentacion humana. Una de las principales
regiones productoras de cacahuate en México, es la Cuenca del Alto Balsas, donde
se ubica Tehuitzingo, Puebla, sitio de estudio de este trabajo. El cacahuate es una
leguminosa asociada a bacterias del género Rhizobium, lo cual le permite fijar
nitrogeno atmosférico. Sin embargo, este cultivo esta expuesto a la contaminacion
por hongos aflatoxigénicos. El objetivo de este trabajo fue evaluar el efecto de la
fertilizacion quimica (con nitrégeno [N] y fésforo [P]) vs. la fertilizacion biologica (con
Rhizobium y hongos micorricicos arbusculares) sobre la respuesta del cacahuate a
los hongos aflatoxigénicos en suelo de Tehuitzingo, Puebla. Para ello se aislaron
bacterias a partir de nédulos de cacahuate criollo del sitio de estudio, y se realizé
una caracterizacion morfolégica, microscépica y bioquimica. Ademas, se confirmé
la capacidad de nodulacion y fijaciébn bioldégica de nitrogeno de los aislados
bacterianos en condiciones de invernadero. Asimismo, se aislaron hongos del grupo
Aspergillus flavi y se determin6é la capacidad micotoxigénica (produccion de
aflatoxinas) mediante cromatografia de capa fina (TLC) y cromatografia liquida de
alta resolucion (HPLC).

Entre los aislados bacterianos obtenidos, cuatro de ellos mostraron capacidad de
producir &cido indolacético, siderdforos y solubilizar fosfatos. Mediante el ensayo de
nodulacién bajo condiciones de invernadero, se identificaron dos aislados
nodulantes (Thl y Th5). Este uUltimo promovié una mayor produccion de biomasa
aérea de plantas de cacahuate, ademas de una mayor nodulacién. En cascara de
cacahuate se encontraron hongos de la seccion A. flavi en muestras almacenadas
durante en sacos durante 14 meses. Los principales géneros de hongos presentes
en grano fueron Rhizopus, Fusarium, Mucor y hongos de la seccion A. nigriy A.
flavi. Las frecuencias relativas de los grupos variaron de acuerdo al tiempo y las
condiciones de almacenamiento. Se identific6 un aislado de A. arachidicola como
productor de aflatoxinas B y G, proveniente de grano de cacahuate almacenado a
granel durante 11 meses. Sélo los granos de cacahuate del tratamiento inoculado
con A. parasiticus y fertilizado quimicamente en condiciones de invernadero
presentaron contaminacién por aflatoxina Bi. Los niveles detectados fueron
mayores al nivel maximo permisible que establece la NOM-247-SSA1-2008. Los
resultados obtenidos en este trabajo sugieren que la fertilizacion bioldgica del suelo
protege al cultivo de cacahuate criollo de la contaminacién por aflatoxinas, mientras
que la fertilizacion quimica la favorece.



ABSTRACT

Peanuts are an important component of the human diet. One of the main peanut-
producing regions in México is “Cuenca del Alto Balsas”, where Tehuitzingo, Puebla,
the study site, is localized. Peanut is a legume associated with Rhizobium bacteria,
which allow nitrogen fixation from the atmosphere. However, this crop is exposed to
contamination by aflatoxigenic fungi. The objective of this study was to evaluate the
effect of chemical fertilizers (with nitrogen [N] and phosphorus [P]) vs. biological
fertilization (with Rhizobium and arbuscular mycorrhizal fungi) on the response of
peanut to aflatoxigenic soil fungi. In order to do so, bacteria were isolated from
nodules of wild peanut grown in Tehuitzingo, Puebla, which were characterized
morphologically, microscopically and biochemically. Their ability to nodulate and
permit biological nitrogen fixation under greenhouse conditions was also examined.
In addition, fungi of the Aspergillus flavi group were isolated and their micotoxigenic
capacity determined (as aflatoxin production) by thin layer and high-performance
liquid chromatography, respectively.

Four bacterial isolates were able to produce indoleacetic acid and siderophores and
had phosphate solubilizing activity. Two nodulating isolates (Thl and Th5), were
identified under greenhouse conditions, one of which (Th5) promoted higher
biomass production of peanut plants, and increased nodulation. Fungi of the
Aspergillus flavi section were detected in peanut shells obtained from peanut grain
samples stored in bags for 14 months. The main fungi genera present in grains were
Rhizopus, Fusarium, Mucor and members of A. nigri and A. flavi section. The relative
frequencies of the latter varied according to storage time and conditions. An A.
arachidicola isolate identified as an aflatoxin B and G producer, was obtained from
peanut grain stored in bulk for 11 months. Only the peanut grains obtained from
plants of inoculated with A. parasiticus and chemically fertilized showed B1 aflatoxin
contamination at levels that were higher than the maximum permissible level
established by the NOM-247-SSA1-2008 norm. The results obtained in this study
suggest that the biological soil fertilization reduces aflatoxin contamination in
peanuts, while chemical fertilization stimulates it.
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|. INTRODUCCION

1.1 Generalidades del cultivo de cacahuate

El cacahuate (Arachis hypogaea L.) es una planta cuyo probable origen se remonta
a hace 4000 afios en las regiones calidas de América del sur (i.e., Paraguay,
Uruguay, Brasil, Argentina y PerQ) y se cree que desde ahi se propagoé a regiones
tropicales y subtropicales del mundo (Barrera et al., 2002). Este cultivo pertenece a
la familia Leguminosae y a la subfamilia Papilionoideae. Es una planta anual
herbacea, erecta, que alcanza un crecimiento de 20-60 cm de altura. Los tallos son
ligeramente filamentosos, con ramificaciones desde la base que desarrolla raices
cuando dichas ramas tocan el suelo. La raiz pivotante penetra hasta una
profundidad de 90-120 cm y forma en las capas superficiales del suelo

ramificaciones colonizadas por rhizobia y micorrizas (Asociacién Naturland, 2000).

El periodo de florescencia inicia a las 3-4 semanas después de la siembra y puede
prolongarse hasta mas de 2 meses. Las flores son amarillas, ostentosas y sésiles
en un principio. Pero una vez autofecundadas, el pedicelo desarrolla un tallo o
estaquilla de 3-10 cm de longitud (llamado ginéforo), que gradualmente empuja el
ovario dentro del suelo para el desarrollo del fruto (Asociacion Naturland, 2000;

Corporacion Chapingo, 2002).

1.2 Caracteristicas nutricionales del grano de cacahuate

Este cultivo es de gran importancia nutricional ya que su grano es rico en proteinas,
fibra, carbohidratos, vitaminas, sales minerales y acidos grasos no saturados. De
esta forma garantiza un buen aporte de energia y proteinas a sus consumidores
(Tabla 1). Es materia prima para la produccion de botanas, dulces, aceite vegetal,
asi como tintas, cosméticos, farmacéuticos y jabones (Barrera et al., 2002; Angulo
& Joaquin, 2009).

Tabla 1. Composicion del grano de cacahuate

Agua Proteina Grasa Carbohidratos Fibra cruda Ceniza

% 5.0 26 48.0 16.0 3.0 2.0

Fuentes: Asociacion Naturland, 2000; Badawi et al. (2011).



1.3 Produccion mundial y nacional de cacahuate

El cacahuate se cultiva en climas tropicales y subtropicales de Asia, Australia, Africa
y América, donde destacan por su produccion India, China, Nigeria y Estados
Unidos (FAOSTAT, 2013) (Tabla 2).

Tabla 2. Principales paises productores de cacahuate en el mundo

Pais Produccién Superficie Cosechada Produccion  Rendimiento
(x 106 $1000 Int) (x 108 ha) (x 108 de t) (tha?)
China 7.39 4.66 16.86 3.62
India 2.45 5.25 9.47 1.80
Estados Unidos 1.33 0.42 1.89 4.50
Nigeria 131 2.36 3.00 1.27

Fuente: FAOSTAT, 2013.

La produccion nacional de cacahuate en México de acuerdo al Servicio de
Informacién Agroalimentaria y Pesquera (SIAP, 2014), ascendi6 a alrededor de 100
mil toneladas, obtenidas a partir de una superficie mayor a 56 mil ha. La mayor
superficie sembrada correspondiéo a condiciones de temporal. En nuestro pais
destacan como principales productores Sinaloa, Chihuahua, Chiapas, Oaxaca y
Puebla (Tabla 3). En Puebla, el municipio de Tehuitzingo es uno de los productores
de cacahuate (Tabla 4), y corresponde al sitio de muestreo de este estudio. El
municipio esta ubicado en la regidon conocida como la Cuenca del Alto Balsas, la
cual comprende la Mixteca Baja de Oaxaca (regién Huajuapan), el centro-sur de
Puebla, el oriente y poniente de Morelos y la regién norte de Guerrero. La Cuenca
del Alto Balsas es el area ecolégica mas grande en produccion de cacahuate en
condiciones de temporal en México (INIFAP, 2005).

Tabla 3. Principales estados productores de cacahuate en México

Estado Valor de produccion  Produccién Rendimiento Sistema de Produccion (%)

(x 10% $) (t) (t/ hat) Temporal Riego
Sinaloa 249.14 27,639.8 1.40 90.2 9.8
Chihuahua 152.14 17,579.7 2.86 1.4 98.6
Chiapas 126.15 12,015.6 1.83 99.9 0.1
Oaxaca 92.69 10,263.8 1.64 90.4 9.6
Puebla 59.80 8,591.9 1.27 90.7 9.3

Fuente: SIAP, 2014.



Tabla 4. Principales municipios productores de cacahuate en el estado de Puebla

Valor de produccién Produccion Rendimiento

Municipio %) (t) (t/ ha'l)
Tlapanala 11, 691.3 1,251.2 2.08
Acatlan 11,261.3 1,732.5 1.16
Huaquechula 8,435.5 1,652.0 1.22
Guadalupe 6,115.2 940.8 1.18
San Pablo Anicano 2,185.1 343.8 1.15
San Pedro Yeloixtlahuaca 1,677.9 283.7 1.14
Piaxtla 1,350.0 178.2 0.94
Tehuitzingo 1,130.7 150.0 1.00

Fuente: SIAP, 2014.

1.4 Requerimientos edafocliméticos del cultivo

Los suelos de textura franco-arenosa son los apropiados para el cultivo de
cacahuate; los suelos arcillosos no se recomiendan debido a que dificultan la
penetracion de los ginoforos. La profundidad del suelo para el adecuado desarrollo
de las raices y de los frutos debe ser de 20 a 50 cm. El suelo debe estar provisto de
calcio y de una moderada cantidad de materia organica para su desarrollo. EIl pH
Optimo para el cultivo oscila de 6 a 7.5 (Asociacion Naturland, 2000; Barrera et al.,
2002).

Los climas calidos son los més favorables para el cultivo, debido a que es una planta
predominantemente tropical o subtropical. La temperatura Optima para la
germinacion es 30-34°C (max. 45°C, min. 15°C); para el crecimiento vegetativo es
25-30°C. El poder germinativo, el crecimiento y desarrollo se reducen
considerablemente con temperaturas menores a 20°C y se detiene por completo a
14°C (Asociacion Naturland, 2000).

La planta de cacahuate requiere de 10 a 13 h luz dia?, lo cual incide en el aumento
del contenido de aceite en el grano, por lo que debe evitarse el crecimiento de otras
plantas, ya sean malezas o de otras especies vegetales que produzcan sombra al
cultivo. Por lo general, la planta de cacahuate, es insensible al fotoperiodo (Barrera
et al., 2002).

Con respecto a la necesidad de agua, el cacahuate requiere de una precipitacion

pluvial de 400-600 mm de lluvia bien distribuida durante su ciclo vegetativo. Durante
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la etapa de floracion (de 30 a 40 dias) se requiere una humedad moderada y de la
floracion a la maduracion inicial (y desarrollo de ginéforos), que ocurre de los 40 a
60 dias, se requiere mayor humedad. En la etapa final de maduracién, que
comprende de 20 a 30 dias, la planta necesita muy poca humedad (Barrera et al.,
2002).

1.5 Fijacion biolégica de nitrégeno (FBN)

El proceso para reducir N2 a formas de nitrégeno que la planta es capaz de usar,
tales como el amonio (NHa4), es conocido como fijacion bioldgica de nitrogeno (FBN).
Es restringido exclusivamente a procariotes de los dominios Archaea y Bacteria y
mediado por el complejo enzimatico conocido como nitrogenasa (Paul, 2007;
Ferguson et al., 2010). En la naturaleza existen dos grupos de microorganismos con
capacidad de FBN: de vida libre y simbiéticos. El primer grupo incluye bacterias
anaerobias estrictas (e.g., Clostridium), anaerobios facultativos (e.g., Klebsiella y
Citrobacter) o microaerdbicas (e.g., Azospirillum y Xanthobacter). También se
encuentran bacterias aerobias como Azotobacter y cianobacterias como Anabaena
y Nostoc. En el segundo grupo se encuentran el actinomiceto Frankia, que establece
una relacion simbidtica con plantas actinorricicas, y la asociacion entre rhizobia y

las raices de leguminosas (Ferguson et al, 2010; Gonzalez, 2012).

Rhizobium sp., Bradyrhizobium sp. y B. japonicum forman nédulos cuando se
asocian a las raices de la planta de cacahuate. Ademas, reducen el N2 a formas de

nitrdgeno asimilables por la planta (Bogino et al., 2006).

1.6 Simbiosis leguminosas-Rhizobia

La familia Leguminosae ha desarrollado una relacion simbiética con bacterias
rizosféricas llamadas rhizobia, incluyendo los géneros Azorhizobium, Allorhizobium,
Mesorhizobium, Sinorhizobium, Bradyrhizobium y Rhizobium. Debido a que el N es
un factor limitante clave en el crecimiento y desarrollo de las plantas, la capacidad
de las leguminosas para establecer simbiosis con rizobios fijadores de nitrogeno les
provee una ventaja sobre otras especies vegetales (Ferguson et al.,, 2010). La
simbiosis leguminosas-rhizobia es la mas importante asociacion en términos de

FBN, representando una entrada de 2 x 108 t N afio* (Graham & Vance, 2003).



Los rhizobia invaden las raices de leguminosas compatibles, dirigiendo el desarrollo
de estructuras especializadas llamadas nddulos, en los que las bacterias se
diferencian en bacteroides y reducen Nz hasta amonio (NH4). Los rhizobia son
aerobios, Gram negativos, pertenecen a los subgrupos a y 3 de las Proteobacterias.
Tienen morfologia bacilar y son moviles por la presencia de un flagelo polar o

subpolar y de dos a seis flagelos peritricos (Gonzélez, 2012).

1.7 Formacion de la simbiosis
El establecimiento de la relacion mutualista entre rhizobia y leguminosas se lleva a
cabo por una serie de etapas de desarrollo (Figura 1), mediadas por una cascada

de sefales fisioldgicas reconocidas por ambos participantes (Paul, 2007).

Etapa 1. La nodulacion inicia por la infeccion de los rizobios en los pelos radiculares
(e.g., en trébol y frijol) 0 mas raramente por la entrada en los sitios de la emergencia
de raices laterales (e.g., cacahuate) o a través de la penetracion de los primordios
radiculares en los tallos de algunas leguminosas como Sesbania y Aeschynomene.
Este proceso comienza con la quimioatraccién de los rizobios hacia la raiz, donde
las bacterias responden a la excrecibn de compuestos de las plantas,

principalmente flavonoides y betainas, en los exudados radicales.

Etapa 2. Los rizobios alcanzan el pelo radicular a través de una estructura conocida
como un hilo de infeccion, o tubo, que es una invaginacion de la pared del pelo
radicular. El tubo de infeccién ramifica y penetra dentro del cértex de la raiz, donde
las células corticales se dividen y amplian para formar un prenédulo en respuesta

de la invasion rizobial.

Etapa 3. El hilo de infeccién llega cerca de las células corticales divisorias que
forman varias ramificaciones laterales, llegando a la pared celular de las células
corticales. En el punto de contacto, la pared celular se disuelve y los rizobios (de
10-100 células bacterianas) son liberados dentro de la célula nodular por

endocitosis.



Etapa 4. Los rizobios son liberados del hilo de infeccion dentro de las células
corticales y cubiertas por una membrana derivada de la planta llamada membrana
peribacteroidal. Estos permanecen fisicamente aislados del citoplasma de la célula
huésped. Cada bacteria encerrada por la membrana se conoce como un

“simbiosoma”.

Etapa 5. Los rhizobia presentan otros cambios pleomorficos y bioquimicos en el
simbiosoma y finalmente comienza la FBN. Una vez desarrollado completamente el
nodulo por organogénesis, se genera el sistema vascular, el cual facilita el
intercambio de N fijado por los bacteroides por nutrientes provenientes de la planta.
También se forma una capa de células para excluir el Oz del interior del nédulo de
la raiz (Paul, 2007; Ferguson et al., 2010; Gonzélez, 2012).

1.8 Tipos de nédulos: determinados e indeterminados

La apariencia y estructura de los nédulos depende de la especie de planta huésped,
de modo que se pueden observar dos tipos de nddulos en las leguminosas (Figura
1): determinados e indeterminados (Ferguson et al.,, 2010; Gonzélez, 2012).
Generalmente, los nodulos determinados son de forma esférica, alcanzan un
tamafio finito y no poseen meristemos activos, e.g., en los géneros Phaseolus (frijol),
Vigna (judia) y Glycine (soya). Otras leguminosas producen noédulos cilindricos
(indeterminados), con meristemos activos persistentes, los cuales permiten al
nodulo crecer, ampliar y producir nuevas células corticales en respuesta al
crecimiento vegetal, e.g., en los géneros Medicago (alfalfa), Trifolium (trébol), y
Arachis (cacahuate). En los nédulos indeterminados, los rizobios no bacteroides
permanecen en el hilo de infeccidn y ellos infectan nuevas células corticales; de esta

manera el meristemo del nédulo continda dividiéndose (Paul, 2007).
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Figura 1. Etapas de desarrollo de nodulos de leguminosas de tipo indeterminado (izquierda) y
determinado (derecha) (De acuerdo a Ferguson et al., 2010).



1.9 Asociacion Rhizobium-hongos micorricicos arbusculares (HMA) en
leguminosas

Las leguminosas pueden incrementar su capacidad de FBN a través de la simbiosis
con hongos micorricicos, asi como la asimilacion de nutrientes, principalmente
fésforo, que es un factor limitante critico que participa en la nodulacion (Guerra,
2008).

El principal beneficio de la FBN en leguminosas es la mejora en el potencial del
rendimiento sin el uso de fertilizantes nitrogenados. El simbionte Rhizobium juega
un papel de gran importancia al suministrar N para el crecimiento de las
leguminosas en suelos deficientes de nutrientes (Zarea et al., 2011). Se ha
reportado que la coinoculacion con ambos simbiontes tiene una influencia positiva
sobre la FBN en leguminosas, resultando en una mayor biomasa vegetal y mejor
adquisicién de N y P con respecto a las inoculaciones independientes (Azcén et al.,
1991).

Los hongos micorricicos inducen atraccion de las poblaciones microbianas
rizosféricas debido a los exudados que producen sus hifas. Se ha cuantificado un
mayor numero de bacterias diazotroficas y simbioticas, ademas de solubilizadoras
de fosfatos que contribuyen al mejoramiento de la nutricion (Ferrera & Alarcon,
2001).

Clua et al. (2013), reportaron que la doble inoculacion de Bradyrhizobium japonicum
y HMA de la especie Glomus mosseae en el cultivo de soya en campo, generd un
aumento del 40% en los pardmetros de crecimiento (altura, grosor de tallo y materia
seca de la parte aérea), mayor nodulacion y porcentaje de raices micorrizadas. Este

tratamiento causo, ademas, un aumento significativo del rendimiento.

1.10 El status nutrimental del suelo

El suelo es el material mineral y organico de origen natural, presente en la superficie
de la Tierra que proporciona un entorno para los organismos vivos. Este se ha
formado muy lentamente, por la desintegracion de las rocas superficiales por la

accion del agua, los cambios de temperatura y el viento. Esta compuesto de



minerales, materia organica, diminutos organismos vegetales y animales, aire y
agua. Todos estos componentes son importantes por si mismos, pero lo
fundamental es el equilibrio entre ellos. La materia organica y los microorganismos
aportan y liberan los nutrientes en cantidades y proporciones adecuadas para
mantener el status nutrimental del suelo creando las condiciones para que las
plantas respiren, absorban agua, nutrientes y desarrollen sus raices (Paul, 2007;
FAO, 2015).

Un suelo es fértil cuando tiene los nutrientes necesarios; es decir, las sustancias
indispensables para que las plantas se desarrollen bien. Los nutrientes principales
gue requieren las plantas son nitrogeno (N), fésforo (P), potasio (K), calcio (Ca) y
magnesio (Mg), ademas de otros elementos como carbono (C), hidrégeno (H) y
oxigeno (O). Los terrenos cultivados consumen lentamente sus nutrientes debido a
la toma de éstos por parte de las plantas cultivadas. Ante este desgaste, los
fertilizantes quimicos aportan los nutrientes que los cultivos necesitan y como

consecuencia se obtienen mejores rendimientos (FAO, 2015).

1.11 Efecto de la fertilizacion quimica sobre el rendimiento en el cultivo de
cacahuate

En regiones productoras de cacahuate como Chihuahua y Sinaloa donde se aplican
fertilizantes quimicos en una dosis de nitrégeno y fésforo (N-P: 40-60 kg ha), se
obtienen rendimientos superiores de hasta 2.86 t hal. En contraste, en otras
regiones como Tehuitzingo, Puebla en donde no se fertiliza quimicamente, los
rendimientos del cultivo son de 1t ha! (SIAP, 2014).

Sin embargo, es necesario considerar que los fertilizantes quimicos no mejoran la
calidad del suelo y cuando son usados en exceso, pueden dafiar los cultivos y

alterar las poblaciones microbianas del suelo (FAO, 2015).

1.12 Efecto de la fertilizacién quimica sobre las poblaciones microbianas
Hernandez et al. (2013) reportaron, en un estudio realizado en Delicias, Chihuahua,
una menor poblacién bacteriana (4 x 102 UFC g de suelo) y en particular del grupo

rhizobia (1 x 102 UFC g! de suelo) en suelos dedicados a la actividad agricola y con



aplicacion intensiva de agroquimicos. Estos datos se compararon con los obtenidos
de suelos dedicados al cultivo de cacahuate sin aplicacion de agroquimicos (con
una poblacién bacteriana total de 2.9 x 10* UFC g de suelo y del grupo rhizobia de
6.6 x 103 UFC g de suelo).

En cuanto a las poblaciones de hongos, Yu et al. (2015) reportan una mayor
abundancia de hongos en suelo fertilizado con nitrégeno, comparado con un suelo
fertilizado organicamente donde las poblaciones bacterianas y de actinomicetos
fueron mayores. Esto puede deberse a los cambios del contenido de materia

organica, la disponibilidad de los nutrientes o el pH.

Con la finalidad de conocer los cambios en las poblaciones microbianas, se han
establecido patrones de medicion, como la frecuencia relativa, para cuantificar la

poblacién de las especies de hongos presentes en el suelo.

1.13 Patrones de diversidad fungica: frecuencia relativa

Zak & Willig (2004) explican que, para el andlisis de la diversidad fungica, cada
investigador debe establecer una unidad por la cual la presencia-ausencia,
biomasa, densidad o frecuencia de las especies pueda ser estimada en espacio y
tiempo. Ante esto, la frecuencia de ocurrencia de los hongos puede ser calculada

de dos maneras:

unidades de muestra en las que crecieron las especies fungicas
a pecies fingicas ;100 (1)

Frecuencia (%)=
(ﬁ) namero total de unidades de muestra examinadas

Se debe tener en cuenta que la suma de las frecuencias de todas las especies
puede exceder el 100% cuando se calcula la frecuencia de ocurrencia de esta
manera. Frecuencias estandarizadas, las cuales sumen 100%, pueden ser mas
deseables. Dividir la frecuencia de cada especie por la suma de todas las especies

proporciona la frecuencia relativa, que es una estandarizacion directa.

, 5 numero de aislados de cada especie
Frecuencia relativa (%)= - . P x 100 (2)
numero total de aislados

A menudo, la variabilidad entre especies en la frecuencia transmite mas informacion
sobre los mecanismos responsables de la ocurrencia de las unidades ecolégicas de

hongos que la proporcionada Unicamente por las medias.
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1.14 Contaminacién de cacahuate por hongos en campo y durante el
almacenamiento

El suelo sirve como reservorio del inéculo de hongos que pueden atacar a los
cultivos. En el caso del cacahuate, éste es mas susceptible debido a que su fruto
se desarrolla bajo el suelo y por ello estad en contacto directo con sus poblaciones
fungicas. En este cultivo, la infeccion puede darse de dos modos posibles: a) los
hongos pueden invadir las semillas, sin dafios visibles, en plantas con estrés hidrico
debido a que una menor humedad de las vainas lo hacen mas susceptible y b) las
semillas y vainas dafiadas permiten la invasion directa desde el suelo (Horn, 2005).
Las condiciones ambientales como la temperatura y humedad relativa, también
intervienen en la contaminacién por hongos, tanto en condiciones de campo como

durante el almacenamiento de los granos.

En condiciones de almacenamiento se ha observado que, ademas de los factores
ambientales, la actividad de agua o humedad del grano, asi como el periodo de
almacenamiento, pueden contribuir a favorecer la contaminacién por hongos. Nakai
et al. (2008), reportaron que los principales géneros aislados de cacahuate
almacenado y monitoreado durante un afio fueron Fusarium, Aspergillus, Rhizopus,
Penicillium y Drechslera. El estudio mostré la susceptibilidad del cacahuate a la
contaminacion con A. flavus, lo cual es de gran preocupacion por el potencial

toxigénico de esta especie.

Las cepas de A. flavus y A. parasiticus, pertenecientes a la seccion A. flavi, son las
especies de hongos aflatoxigénicos méas estudiados debido a su gran impacto
negativo en la agricultura. A. flavus se ha encontrado principalmente en cultivos de
maiz, colonizando y contaminando los granos con aflatoxina B1 (AFB1). A su vez, A.
parasiticus se ha reportado con mayor prevalencia en cacahuate (Abbas et al.,
2009).

1.15 Caracteristicas de los hongos pertenecientes a la seccién A. flavi
Las cepas de esta seccion se caracterizan por presentar cabezas conidiales
globosas a radiales o columnares, de color amarillo-verdoso ligero, amarillo verdoso

intenso, marrén olivo o café (marrén). Los conidiéforos son incoloros, usualmente
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rugosos, pero pueden variar desde lisos a texturas muy rugosas. Las vesiculas son
globosas o subglobosas en la madurez en especies con cabezas grandes,
permaneciendo claviformes o lageniformes en especies de cabezas pequefias. Son
fértiles sobre la mayor parte de su superficie. El esterigmata puede ser uniseriado o
biseriado, con ambas condiciones comunmente vistas en la misma cepa o sobre
una sola vesicula. En la mayoria de las especies, cuando maduran, presentan
conidios globosos o subglobosos, con rugosidad visible o casi ausente y a menudo
muestran considerable variabilidad en el tamafio en funcidn de las cepas. En otras
especies, los conidios son elipticos y lisos o delicadamente rugosos (Raper & Fenell,
1965).

Una de las caracteristicas importantes de los hongos de esta seccion es la
capacidad de producir aflatoxinas, aunque la capacidad de sintesis de estos
metabolitos es una caracteristica de ciertos aislados y no necesariamente de toda
una especie. Aislados de A. flavus, A. parasiticus, A. nomius, A. pseudotamarii, A.
bombycis, A. toxicarius, A. arachidicola y A. parvisclerotigenus se han reportado

como productores de aflatoxina B1, B2, G1 y G2 (Pildain et al., 2008).

1.16 Aflatoxinas

La contaminacion por aflatoxinas es uno de los principales factores que afectan la
calidad de las semillas de interés alimenticio tanto animal como humano, i.e., maiz,
sorgo, trigo, cacahuate, algoddén y nueces (Cary et al., 2005; Klich, 2007; Garcia et
al., 2009).

Las aflatoxinas son metabolitos secundarios, quimicamente derivados de
difuranocumarinas, producidos principalmente por los hongos A. flavus, A.
parasiticus y A. nomius. Dichos metabolitos son considerados potentes
cancerigenos y han sido ligados con cancer de higado. Entre las aflatoxinas de
mayor importancia estan la B, B2, G1 y Gz. Las letras hacen referencia al color de
su fluorescencia bajo luz ultravioleta (es decir, B: “blue”; o G: “green”) y el nUmero
indica la movilidad que tienen en la cromatografia de capa fina segun su peso
molecular. La aflatoxina Bi, cuya toxicidad es la més elevada, es la que se detecta

con mayor frecuencia (Klich, 2007; Hedayati et al., 2007; Nakai et al., 2008).
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1.17 Contaminacién por aflatoxinas en cacahuate

Las primeras investigaciones de contaminacion por aflatoxinas datan de 1960 en
Inglaterra, después de la muerte de aproximadamente 100,000 pavos debido a la
ingesta de harina de cacahuate contaminada con toxinas del hongo A. flavus (Klich,
2007; Abbas et al., 2009).

A. flavus es la principal fuente de contaminacion de aflatoxinas en cacahuate,
aungque, como se menciond anteriormente, la colonizacion por A. parasiticus en
cacahuate es mas comun que en otros cultivos (Barros et al., 2003; Mutegi et al.,
2012).

Algunos factores ambientales y practicas agronémicas durante la siembra y el
manejo pre- y post-cosecha del cacahuate pueden predisponerlo a la colonizacion
por hongos productores de aflatoxinas. Por ejemplo, temperatura alta, precipitacion
pluvial baja, humedad relativa alta (= 70%), tipo de suelo (e.g., plantas en suelos
arenosos son mas susceptibles a estrés hidrico por tener menor disponibilidad de
agua), riego del cultivo, asociacion con otros cultivos, labranza, y fertilizacién (e.g.,
una fertilizacion nitrogenada suficiente puede minimizar la contaminaciéon por
aflatoxinas). Ademas, el dafio por insectos y nematodos en las vainas puede facilitar
la colonizacién por hongos aflatoxigénicos (Hell et al., 2003; Widstrom et al., 2003;
Martinez et al., 2013).

1.18 Asociacion entre contaminacién por aflatoxinas y la fijacion biolégica de
nitrégeno

Algunas investigaciones indican que la tolerancia del cacahuate a la sequia puede
ser usado como criterio indirecto de seleccion para la resistencia a contaminaciéon
por aflatoxinas (Arunyanark et al., 2009). Asimismo, en un experimento bajo
condiciones de campo, la capacidad del cacahuate para mantener una alta FBN por
inoculacién con Bradyrhizobium bajo condiciones de sequia, tuvo un efecto negativo
y significativo sobre la infeccion de las semillas y la contaminacion de aflatoxinas

por A. flavus (Arunyanark et al., 2012).
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ll. JUSTIFICACION

El cacahuate es la fuente principal de proteina en comunidades rurales como
Tehuitzingo, Puebla. En este municipio, la produccion de esta oleaginosa es baja
(1.0 t ha') debido a la ausencia de fertilizacion quimica del cultivo. Asimismo, se
desconoce la significancia de sistemas biolégicos benéficos asociados con la
fijacion biolégica de nitrogeno y la toma de fésforo, via micorriza, que podrian
favorecer la produccion de este cultivo. Por otro lado, se desconoce si el cultivo en
Tehuitzingo es afectado por hongos productores de aflatoxinas, considerando que
el cacahuate es almacenado en condiciones no controladas de humedad e
inocuidad.

lIl. HIPOTESIS

Los fertilizantes quimicos (como fuente de N y P) favorecen la contaminacion por
aflatoxinas en el cultivo de cacahuate, mientras que el uso de sistemas bioldgicos

(e.g., Rhizobium y hongos micorricicos) la atentan.
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IV. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Comparar el efecto de la fertilizacion quimica (con N y P) vs. biologica (con

Rhizobium-hongos micorricicos arbusculares) sobre la contaminacion del

cacahuate con hongos aflatoxigénicos.

4.2 Objetivos especificos

1)
2)

3)

4)

Caracterizar fisico-quimicamente el suelo de Tehuitzingo, Puebla.

Aislar y caracterizar Rhizobium de nodulos de cacahuate criollo de
Tehuitzingo y determinar su capacidad de fijacién biol6gica de nitrégeno.
Determinar la presencia de hongos aflatoxigénicos en suelo y en granos de
cacahuate, asi como cuantificar el nivel de aflatoxinas en granos por HPLC.
Comparar el efecto de la fertilizacion quimica (con N y P) vs. biologica (con
Rhizobium-hongos micorricicos arbusculares) sobre la poblacién de hongos
aflatoxigénicos en la rizosfera y en la subsiguiente contaminacién por

aflatoxinas en el cultivo de cacahuate, bajo condiciones de invernadero.
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V. MATERIALES Y METODOS

5.1 Medios de cultivo

La composicion de los medios y las condiciones de cultivo utilizadas en este estudio
se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Medios y condiciones de cultivo

MEDIO DE . ]
CULTIVO COMPOSICION Y CONDICIONES
Malta Sal Agar
L1 Extracto de Malta 20, NaCl 60, Agar 20.
(MSA) (9 g
Papa Dextrosa

Agar (PDA) Difco
BD.

Medio Coco Agar
(CAM)
Extracto de
Levadura Manitol

Agar (ELMA).

PIKOVSKAYA
(PVK)
Medio Cromo

Azurol S (CAS)

39 g L' (segun las indicaciones del fabricante).

Extracto de Coco Calahua 200 mL, agua destilada 600 mL, Agar 12 g, pH 6.5.

(g L'Y) K2HPO4 0.5, MgS04-7H20 0.2, NaCl 0.1, extracto de levadura 1, manitol 10, agar
bacterioldgico 15, azul de bromotimol (AB) 0.057, pH 7+0.2.

(g L) glucosa 10, extracto de levadura 0.5, Caz(POa4)2 5, (NH4)2SO04 0.5, NaCl 0.2,
MgS0a4-7H20 0.1, KCI 0.2, MnSO4-7H20 0.002, FeS0O4-7H20 0.002, Purpura de bromocresol
0.1, Agar nutritivo 15, pH 7.0.

Solucion 1: a) Mezclar 10 mL de FeClz 1 mM (disuelto en HCI 10 mM) con 50 mL de una
solucion que contenga 1.21 mg mL* de Cromo Azurol S. b) Agitando constantemente, afiadir
a la mezcla anterior (a) 40 mL de una solucién que contenga 1.82 mg mL"* de bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (HDTMA o CTAB) por sus siglas en inglés. Solucién 2: a) disolver
30.24 g de &cido piperazindietanosulfénico (PIPES por sus siglas en inglés) en 750 mL de
una solucién de sales que contenga 0.3 g de K2HPO4, 0.5 g de NaCl y 1.0 g de NH4Cl. b)
Ajustar el pH a 6.8 usando KOH al 50% (p/ v). c) Agregar 50 mL de agua destilada para
llevar la solucion a 800 mL. d) Adicionar 15 g de Agar. Solucion 3: a) En 70 mL de agua
destilada, disolver los siguientes reactivos: 2 g de glucosa, 2 g manitol, 493 mg de MgSQa,
11 mg de CaClz, 1.17 mg de MnSO4, 1.4 mg de H3zBO3s, 0.04 mg CuSOs4, 1.2 mg de ZnSOs4,
1.0 mg de Na2MoOas. Solucién 4: a) preparar 30 mL de una solucién de casaminoécidos al
10% (p/ v).

Esterilizar por separado las soluciones 1, 2 y 3 a una temperatura de 121 °C y presion de
15 psi, durante 15 min. La solucién 4 debe ser esterilizada por filtraciéon a través de una

membrana de 0.22 ym. Una vez esterilizadas todas las soluciones, deben mezclarse las
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soluciones 2, 3 y 4 mientras se agita constantemente el matraz que las contiene sobre la
mesa, todo esto dentro de la campana de flujo laminar. Finalmente se agrega la solucion 1,
mezclando cuidadosamente para evitar la formacion de burbujas. Por ultimo, el medio CAS
agar se coloca en cajas Petri para su posterior utilizacion.

*Condiciones de cultivo: Los experimentos realizados en medios de cultivo sélido (MSA, PDA y CAM) para hongos fueron

incubados a 28°C durante 7 d.

Reactivo de Salkowski. Este reactivo se utilizd para determinar la produccién de acido

indolacético de los aislados bacterianos y se prepar6 a partir de 1 mL de FeCl; 0.5 My 50
mL de HCIO4, 35%.

Reactivo Benedict. Este reactivo se utilizé para realizar la prueba de 3-cetolactasa en

aislados bacterianos. Su preparacién requiere de dos soluciones: la solucion A, que
contiene NasCsHs07, 17.3 g; Na,COs, 10 g, y agua destilada, 50 mL, y la solucion B, que
contiene Cu,SOy, 1.73 g, y agua destilada, 50 mL.

Solventes

Los solventes empleados para realizar la extraccion de aflatoxinas fueron:
cloroformo, acetona, éter etilico, metanol tanto grado reactivo como HPLC, ademas
de hexano y acetonitrilo, grado HPLC. Todos los solventes utilizados fueron de la

marca Karal (Ledn, Gto., México).

5.2 Material biolégico

5.2.1 Cacahuate criollo de Tehuitzingo, Puebla

Se obtuvieron muestras de 1 kg de granos de cacahuate de un lote de 300 kg de
cacahuates almacenados durante 5, 11 y 14 meses, en sacos, y durante 11 meses,
a granel.

5.2.2 Cepas microbianas

Las cepas microbianas utilizadas en este estudio fueron las siguientes:

e Aspergillus parasiticus ATCC 16992. Cepa de coleccion, caracterizada por la
produccion de aflatoxinas B, B2, G1y Ga.

e Rhizobium tropici CIAT 899 B. Cepa de referencia, utilizada como control
positivo para la identificacion de los aislados bacterianos obtenidos de nddulos

de cacahuate.
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5.3 Sitio de estudio

El municipio de Tehuitzingo, Puebla est4 ubicado en la regién conocida como la
Cuenca del Alto Balsas. Se localiza en la parte suroeste del estado de Puebla. Sus
coordenadas geograficas son los paralelos N: 18° 15' 48", 18° 28' 12" de latitud, y
los meridianos O: 98°09' 06"y 98° 25' 36" de longitud. La temperatura del sitio oscila
entre 22°C y 26°C y la humedad relativa es de 47 a 68%.

5.4 Muestreo de suelo en el cultivo de cacahuate criollo

El muestreo del suelo se llevé a cabo en cinco puntos (cinco de oros: las cuatro
esquinas y el centro) de una parcela de cultivo de cacahuate criollo de Tehuitzingo,
formando una muestra compuesta, 1 kg, la cual fue tamizada, usando una malla

namero 10, para su caracterizacion fisico-quimica.

5.5 Muestreo de plantas de cacahuate y seleccion de nodulos

Las muestras vegetales fueron obtenidas de una parcela dedicada al cultivo de
cacahuate perteneciente al municipio de Tehuitzingo, Puebla. Se muestrearon 10
plantas de cacahuate cuya etapa fenoldgica era de 60 dias después de la siembra.
El muestreo se realiz6 en forma de “zigzag” (de manera alterna entre uno y otro lado

del terreno muestreado).

Se cuantificaron los ndédulos totales y efectivos, identificando como efectivos
aquéllos que presentaban una coloracion rosada en el interior. Esta es un indicador
de la presencia de posibles rizobios ya que sugiere la sintesis de leghemoglobina
pigmentada (Pérez et al., 2008; Diaz, 2010).

5.6 Caracterizacion fisico-quimica del suelo de Tehuitzingo, Puebla

La caracterizacion del suelo fue realizada de acuerdo a la norma NOM 021 RECNAT
2000 por el Laboratorio de Analisis de Agua, Suelos y Fertilizantes del Instituto
Nacional de Investigaciones Forestales Agricolas y Pecuarias (INIFAP)-Campo

experimental Bajio en Celaya, Guanajuato.
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5.7 Aislamiento de Rhizobium en ndédulos de cacahuate criollo de Tehuitzingo
5.7.1 Aislamiento primario

Los nddulos se desinfestaron por inmersion sucesiva durante 10 min en etanol 70%
e hipoclorito de sodio 10% y enjuagando tres veces con agua destilada estéril. El
proceso de desinfeccion se repitié dos veces (Matos et al., 1998; Gonzalez, 2012).
Posteriormente, los nddulos se trituraron de manera individual con varilla de vidrio
en tubos de ensaye estériles que contenian 100 pL de buffer de fosfatos (KH2POa4
0.2% y K2zHPO4 0.8% p/ v). Se realizO un aislamiento primario colocando una
alicuota del triturado del nédulo como inéculo en medio ELMA empleando azul de
bromotimol (AB) como indicador. La siembra se realiz6 por estria y se incub6 a 35
+ 2°C por 48 h o hasta observar crecimiento abundante en el medio (Gonzalez,
2012; Hernandez et al., 2012).

5.7.2 Aislamiento secundario

Este aislamiento se realiz6 mediante siembra por estria en placas con ELMA + AB
a partir de las colonias obtenidas en el aislamiento primario. Las placas fueron
incubadas a 35 + 2°C por 3 d, observandose el crecimiento y la morfologia colonial
(Matos et al.,1998). Mediante este procedimiento, se obtuvieron siete aislados

bacterianos diferentes.

5.8 Caracterizacion de Rhizobium en nédulos de cacahuate criollo de

Tehuitzingo

5.8.1 Caracterizacion microscopica: Tincién Gram

Se procedi6 a realizar un frotis bacteriano de cada aislado poniendo una gota de
agua destilada en el portaobjetos y se fijo con calor. Se cubri6 con cristal violeta por
1 minuto y se lavo con agua destilada. Enseguida, se cubrié con lugol por 1 minuto,
se lavd con agua destilada. Se procedio a decolorar con etanol 95% por 1 min y se
lavd con agua destilada. Se cubrio con safranina por 1 min, se lavo y dejo secar.

Finalmente, las observaciones se realizaron con microscopio de luz (LEICA;
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Wetzlar, Alemania) a 100x. Mediante esta técnica se puede distinguir entre bacterias

Gram-negativas (tincion rojo-rosado) y las Gram-positivas (azul-violeta).

5.8.2 Pruebas bioquimicas

a) Catalasa. Se tomd una asada de cada cultivo bacteriano, proveniente del
aislamiento secundario con medio ELMA, se prepar6 un frotis y se le aplico una gota
de peréxido de hidrégeno para detectar la actividad de la catalasa de los aislados.
La deteccién es visual, ya que la reaccion catalasa positiva es aquella donde las
bacterias hidrolizan el peroxido de hidrogeno en agua y se forman burbujas (Bou,
2010).
b) 3-cetolactasa. Con la finalidad de distinguir los aislados entre Rhizobium y
Agrobacterium se aplicé la prueba de 3-cetolactasa. Los aislados se sembraron en
medio de extracto de levadura lactosa agar, que tiene la misma composicion que
ELMA, pero se sustituye el manitol por lactosa. Se incubaron a 35 + 2°C hasta
observar crecimiento Optimo. Se adicionaron 5 mL de reactivo Benedict y los
resultados se valoraron de acuerdo a la produccion de 6xido cuprico (CuO3), siendo
positivo (+) un cambio de coloracion a amarillo fluorescente que indica que el aislado
es Agrobacterium. Si no hay cambio de coloracién, la prueba es negativa (-) e indica
gue el aislado es Rhizobium (Matos et al., 1998).
c) Resistencia/ susceptibilidad a antibiéticos (Antibiogramas). Se realizaron
pruebas de resistencia/ susceptibilidad a 12 antibidticos: amikacina (AK), 30 ug;
ampicilina (AM), 10 ug; cefepime (FEP), 30 pg; cefalotina (CF), 30 ug; cefotaxima
(CTX), 30 ug; ceftriaxona (CRO), 30 ug; cloranfenicol (CL), 1 pug; gentamicina (GE),
10 upg; netilmicina (NET), 30 pg; nitrofurantoina (NF), 300 U; trimetroprim-
sulfametoxazol (SXT), 25 ug; levofloxacina (LEV), 5 pg. Para la realizacion de los
antibiogramas, se crecid cultivo bacteriano de los siete aislados de nodulos de
cacahuate criollo de Tehuitzingo (Th1-Th7) y la cepa de referencia Rhizobium tropici
CIAT 899 B durante 48 h en medio liguido ELM. Transcurrido el tiempo de
incubacion se tomdé 1 mL de cultivo bacteriano y se agrego en 50 mL de medio
ELMA (una vez que se tolerara la temperatura del medio), se homogenizé y vertié
en cajas de Petri. Se colocé el multidisco con antibidticos para bacterias Gram
negativas (Bio-Rad; Hercules, CA, EUA) sobre el medio gelificado y se incubaron
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las cajas a 30°C durante 48 h. Después de este tiempo se realizo la lectura,
considerando que el aislado fue susceptible si mostré ausencia de crecimiento
bacteriano o resistente si hubo crecimiento bacteriano. La prueba se realizé por

duplicado.

5.8.3 Evaluacion de la produccién de metabolitos de promocion de

crecimiento vegetal por los aislados bacterianos

a) Produccion de auxinas: deteccion de grupos indol. La cuantificacion de
auxinas se realizo por la reaccion de Salkowski, método colorimétrico fundamentado
en la formacion de un cromogeno rosado entre el &cido indolacético (AlA) y los iones
férricos en medio de &cido perclorico (Bonilla, 2005). Para la prueba se inocularon
matraces Erlenmeyer con 15 mL de medio ELM (con y sin triptéfano [Trp], 100 ppm)
con 15 uL de in6culo (tomado de medio ELM sin AB) por triplicado y se incubaron a
28°C por 24 h en agitacion constante a 100 rpm. Se tomd 1 mL del caldo bacteriano
en microtubos Eppendorf y se centrifugd en microcentrifuga (Thermo Modelo
Sorvall. Biofuge; Waltham, Massachusetts, EUA) a 10,000 rpm durante 5 min. Se
tomaron 100 pL de sobrenadante y se depositaron en caja de ELISA, se agregaron
200 pL de Reactivo de Salkowski y la mezcla se dejoé reaccionar en un area sin
presencia de luz durante 25 min a temperatura ambiente. Después se midio la
absorbancia a 540 nm en un espectrofotémetro (Tecan A-5082 Modelo Genios;
Mannedorf, Zurich, Suiza). Para determinar la concentracion de compuestos
indolacéticos se elabor6 una curva estandar de acido indolacético (Tsavkelova, et

al., 2007; Celis & Gallardo, 2008). La medicién se realiz6 por triplicado.

b) Produccion de sideroforos. Para determinar la posible produccion de
siderdéforos, se realiz6 la técnica en medio CAS agar, que indica la produccién de
estos metabolitos mediante un cambio de coloracion en el medio de cultivo de azul
a naranja (Alexander & Zuberer, 1991). Los aislados fueron sembrados por puncién
en medio sélido CAS, se incubaron a 35 + 2°C por 72 h. A las 24 h se realiz6 la
revision de cambio de color del medio CAS agar registrandose como positivo para
la produccion de siderdéforos.
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c) Solubilizaciéon de fosfato inorganico. Los aislados se sembraron por puncién
en medio sélido PVK y se incubaron a 35 + 2°C (Nautiyal, 1999). Este medio de
color purpura indica la solubilizacion de fosfato inorganico cuando se presenta un
cambio de color del medio, de parpura a amarillo, ademas de la formacion de un
halo transparente alrededor de la colonia. Estos cambios indican la solubilizacién

bacteriana del fosfato inorganico.

5.9 Determinacion de la capacidad de los aislados bacterianos para fijar

nitrogeno

Se cuantifico la actividad nitrogenasa mediante el ensayo de reduccion de acetileno
(ARA, por sus siglas en inglés), para lo cual las raices noduladas se colocaron en
frascos de vidrio de 300 mL cerrados herméticamente usando una tapa adaptada
con un tapoén serolégico para facilitar la extraccion de 10% del volumen de aire del
frasco y sustituirlo por acetileno (99.95% de pureza; AGA, Caracas, Venezuela). Los
frascos se incubaron durante una hora a temperatura ambiente. Posteriormente, se
tomo6 una muestra de cada frasco mediante una aguja de doble pico en tubos de
recoleccion Vacutainer (Knowles, 1982). Las muestras fueron guardadas a
temperatura ambiente para su posterior analisis en un cromatografo de gases
Hewlett Packard 5890 (HP; Palo Alto, California, EUA) equipado con detector de
ionizacion de flama (FID) y una columna HP-PLOT/Q (50 m x 0.23 mm de diametro
interno), utilizando helio como gas acarreador (1 mL min-t), hidrégeno (45 mL min-
1), N2 (10 mL min1), aire (450 mL mint). Las temperaturas de corrida fueron: inyector

110°C, horno 60°C y detector 160°C. Se utilizé acetileno y etileno como referencia.

6.0 Determinacion la presencia de hongos aflatoxigénicos en suelo y en
granos de cacahuate, asi como el nivel de aflatoxinas en grano por HPLC

6.0.1 Determinacion de la frecuencia relativa del grupo Aspergillus flavi, A.

nigri y otras especies en el cultivo de cacahuate criollo

a) Aislamiento de la poblacién fangica a partir de suelo y de cascara de

cacahuate. A partir de una muestra de 1 kg de suelo obtenido de una parcela de
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cultivo de cacahuate criollo de Tehuitzingo, se tomaron tres submuestras de 10 g
para el aislamiento y se resuspendieron en 90 mL de agua destilada estéril en
matraces Erlenmeyer de 250 mL. Se agitaron por 1 h a 100 rpm y después se tomo
1 mL de la suspensién de suelo para adicionarlo a 9 mL de agua destilada estéril en

tubos de ensaye para las diluciones 10t a 10,

Se sembraron 100 pL de las diluciones 103, 10y 10 en placas de medio malta
sal agar (MSA) por duplicado. Se utiliz6 el medio malta sal agar tomando en cuenta
gue los hongos del género Aspergillus son halofilicos. Las placas fueron incubadas
a 28°C durante 6 d. Después del tiempo de incubacion, se realizé el conteo de
colonias y se determind el numero de unidades formadoras de colonia por gramo
de suelo (UFC g* suelo) y por gramo de cascara respectivamente (UFC g?
cascara).

Para el aislamiento a partir de cascara de cacahuate se procedié de manera similar
a la descrita para suelo. La unica modificacion fue el empleo de 10 g de cédscaray
90 mL de una solucién acuosa de Tritdbn al 0.01% para preparar las diluciones

decimales seriadas.

b) Aislamiento de la poblacién fungica de granos de cacahuate recién
cosechado y almacenado. Para el aislamiento fungico de granos de cacahuate se
utilizaron 100 granos de cacahuate distribuidos en 10 mitades de cacahuate por
caja de Petri (Figura 2). Asi, por cada repeticion se utilizaron 10 cajas Petri con
MSA. Las placas se incubaron a 28°C y a partir de las 72 h se realizaron
observaciones del crecimiento fingico en cada uno de los granos de cacahuate, los
datos numéricos de unidades formadoras de colonias se utilizaron para determinar
la incidencia fangica expresada en porcentaje. También, se identificaron los

diferentes tipos de colonias fungicas basados en caracteristicas macroscoépicas.
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Figura 2. Caja Petri con medio malta sal agar con 10 mitades de granos de cacahuate criollo.

6.0.2 Identificacién macro y microscépica de los aislados fungicos del grupo
A. flavi

Aquellos hongos con apariencia de posibles A. flavus o A. parasiticus fueron
aislados en medio MSA por colonia gigante y posteriormente fueron resembrados
en medio papa dextrosa agar (PDA). Las placas se incubaron a 28°C durante seis
d para realizar la descripcibn macroscopica de las colonias, asi como la

identificacion microscépica.

Para conocer la especie de Aspergillus a la que pertenecian las colonias fungicas
aisladas, se realizaron preparaciones directas con azul de lactofenol para observar
al microscopio. Las morfologias observadas al microscopio se compararon con las
reportadas y siguiendo las claves taxondmicas para la identificacion de las especies

fungicas (Samson et al., 2010).

6.0.3 Determinacién de aflatoxinas en granos de cacahuate almacenados a

diferentes tiempos en sacos y a granel

a) Métodos de extraccion. Para determinar la contaminacion natural de las
muestras de cacahuate con aflatoxinas se utilizaron tres métodos de extraccion.
Todas las muestras fueron molidas finamente en una licuadora Osterizer (Oster; La
Florida, Madrid, Espafia), tamizadas por malla # 20 mesh y homogenizadas para
tomar las cantidades que requiere el método por cuarteo para tener submuestras

representativas.
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Método 1. Método 991.31 de la “Association of Official Analytical Chemists
(AOAC)” adaptado por Guzméan-de-Pefia et al. (Comunicacion personal). Este
método fue utilizado para procesar las muestras de cacahuates almacenados en
sacos y a granel durante 5 y 11 meses, respectivamente. Las muestras de 1 kg
provenian de un lote de 300 kg. Una vez molidas las muestras se tomaron 5

submuestras de 20 g y fueron procesadas de la siguiente manera:

e 20 g de cacahuate se colocaron en frascos de vidrio de 300 mL de volumen.

e Se agregaron 80 mL de cloroformo y se dejaron reposar 30 min y posteriormente
se agitaron por 5 min.

e La mezcla se filtr6 a través de papel Whatman poro grueso contenido en un
embudo Buchner, utilizando vacio.

¢ Al filtrado obtenido se le afiadieron 40 mL de solucién saturada de (NH4)2SOa.

e Lafase cloroférmica se separé de la solucion de amonio después de mezclarlas
en embudo de separacion.

e La fase cloroférmica se filtr6 a través de 5 g de NaSO4 anhidro contenido en
papel filtro poro grueso en un embudo sencillo.

e Elfiltrado se evaporé hasta sequedad en bafio Maria (68°C).

e El residuo se resuspendido con 4 mL de metanol (MeOH) grado HPLC, se
trasvasoé a un vial ambar de 5 mL (incluyendo la grasa) y se refrigerd durante 21
h.

e Lafraccion metandlica se separé de la grasa con la ayuda de una pipeta Pasteur,
y se dispenso en otro vial limpio.

e Se agregaron otros 2 mL de MeOH al residuo que contenia la grasa y se volvio
a refrigerar por 21 h.

e La fraccion metandlica fue recuperada como se indicé anteriormente y se juntd
con la primera.

e Las fracciones metanolicas se concentraron a 1 mL en bafio Maria (68°C).

o EIl extracto obtenido se limpié de particulas por medio de una fase solida
(packing type C-18; Grace; Columbia, Maryland, EUA). Los extractos se

guardaron en refrigeracion para su posterior identificacion por cromatografia de

25



capa fina y cuantificacion mediante cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC-UV).
A partir de las 2 muestras de cacahuate almacenadas en sacos (5 meses) y a granel
(11 meses) se tomaron 5 submuestras de 20 g cada una. Y se tomaron 3
submuestras mas para afiadirles una cantidad conocida de estandar de AFB:1 (25.4

tug mL1) como control interno del método.

Método 2. Método oficial 993.17 AOAC (AOAC, 1995). Este método fue utilizado
para procesar la muestra de cacahuate almacenado en sacos durante 11 meses.
La muestra de 1 kg provenia de un lote de 300 kg. Una vez molidas las muestras
se tomaron 5 submuestras de 25 g y fueron procesadas de la siguiente manera:

e 25 g de cacahuate molido se colocaron en frascos de vidrio de 300 mL de
volumen.

e Se agregaron 100 mL de metanol: agua (85: 15 v/ v) y se agitd manualmente de
manera vigorosa con varilla de vidrio, 2 veces durante 10 s.

e Se dej6 en reposo durante 23 h.

e La mezcla se filtr6 a través de papel Whatman poro grueso contenido en un
embudo Buchner, utilizando vacio.

e A 20 mL del filtrado se le afiadieron 20 mL de solucion de NaCl 10% y 12.5 mL
de hexano. Se agité la mezcla durante 1 min en embudo de separacion.

e Lafase acuosa se drend en un segundo embudo de separacion.

e Se extrajo la parte acuosa con dos porciones de 12.5 mL de cloroformo (agitando
1 min cada vez).

e La fase cloroférmica se filtr6 a través de 7 g de NaSO4 anhidro contenido en
papel filtro poro grueso en un embudo sencillo.

e Elfiltrado se evaporé hasta sequedad en bafio Maria (68°C).

e El residuo se resuspendié con 1.2 mL de metanol grado HPLC.

e Asi, el extracto obtenido se limpié de particulas por medio de una fase sélida
(Packing type C-18) y se llevé a 1 mL.
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b)

e Los extractos se guardaron en refrigeracién para su posterior identificacién por
cromatografia de capa fina (TLC) y se determind el nivel de aflatoxinas mediante

HPLC. La determinacion se realizo con cinco réplicas.

Se tomaron 5 submuestras de 25 g cada una y se les adicion6é un volumen

determinado de estandar de AFB1 (25.2 ug mLt) como control interno del método.

Método 3. Método oficial 993.17 AOAC adaptado por Guzman-de-Pefia et al.
(Comunicacion personal). La modificacion realizada al método fue emplear 40 mL
del filtrado obtenido en el paso 4 del método oficial y se siguieron los pasos del
protocolo tal como se describié en el apartado Método 2.

Identificacién de AFB por cromatografia de capa fina. Se aplicaron 25 pL de los
extractos obtenidos en cada método y 20 pL de un estandar de AFB1 y AFG1 (22.6
ug mLty 27.9 ug mL?) con microjeringa Hamilton de 25 pL, en placas de TLC de
aluminio silica gel 60 W, 20 x 20 cm, (Merck; Kenilworth, Nueva Jersey, EUA). Se
utilizaron como solventes 100 mL de éter etilico en la primera cAmara de vidrio y
una solucién de cloroformo: acetona (85: 15 v/ v) en la segunda camara. Las placas
de TLC se observaron bajo luz UV de longitud larga en camara de luz UV Chromato-
Vue modelo CC-20G (UVP; Upland, California, EUA) para identificar por
fluorescencia la presencia de AFB en muestras de cacahuate.

Cuantificacién del nivel de aflatoxinas por HPLC. Para realizar la cuantificacién
por HPLC-UV se utilizaron soluciones estandar de aflatoxinas de concentracion
conocida para determinar el tiempo de retencién. También se realizé una curva de
concentracion del estandar de AFBi. Posteriormente, los extractos fueron
inyectados en el HPLC utilizando una alicuota de 20 pL.

La determinacion del nivel de aflatoxinas se realiz6 en un equipo de cromatografia
de alta resolucion (HPLC) Agilent Technologies 1200 (ABC Instrumentacion
Analitica S. A. de C. V.; Ciudad de México, D.F, México), y el software Agilent
ChemsStation (Agilent Technologies; Santa Clara, California, EUA). La fase movil se
compone de dos mezclas de solventes: a) agua: acetonitrilo: metanol (60: 20: 20
por volumen) y b) metanol 100%. Se utilizd una proporcion de 75% de Ay 25 % de

B. El método empleado es isocratico y sus caracteristicas de corrida son: una
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duracion de 10 min, flujo de 1 mL/ min, a 25°C, volumen de inyeccion 20 pL y
deteccién a una longitud de onda de 364 nm. Se utilizé una columna de fase reversa
Zorbax Eclipse XDB-C-18 Agilent, 4.6 x 150 mm, particula de 5 pm (Agilent
Technologies; Santa Clara, California, EUA). Al iniciar y finalizar el analisis se

inyecto un estandar de AFB..

6.0.4 Determinacién de la capacidad micotoxigénica de los Aspergilli aislados

de granos de cacahuate por un método presuntivo

El medio coco agar (CAM) se emple6 como método presuntivo para determinar la
capacidad de produccion de aflatoxinas de los Aspergilli aislados de cacahuate
criollo. Este medio permite identificar la produccion de aflatoxinas por Aspergillus
spp. Cuando las colonias muestran fluorescencia azul o verde al ser observadas
bajo luz UV se catalogan como presuntas positivas (Lin & Dianese, 1976). Los
aislados fungicos de granos de cacahuate criollo fueron sembrados por colonia
gigante en medio CAM por duplicado y se incubaron a 28°C. A partir de las 72 h de
incubacion se realizo la lectura de las placas bajo luz UV. Se utilizé como control
positivo, la cepa A. parasiticus ATCC 16992 con capacidad de produccion de

aflatoxinas.

6.0.5 Cuantificacion de aflatoxinas en los extractos provenientes de los

aislados presuntamente positivos para sintesis de AFB1

A partir de los aislados fungicos crecidos en medio CAM se efectud la extraccion de
aflatoxinas por el método de extraccion Keller 2. Mediante un sacabocado de 1.1
cm flameado y frio, se delimité una porcién del centro de la colonia fungica (por
duplicado), dividiendo en 4 partes el circulo con un bisturi y colocando los
segmentos en microtubos Eppendorf, afadiendo 500 pL de agua destilada y
agitacion. Posteriormente fueron agregados 500 uL de cloroformo; se agitdé con
vortex y se centrifugd durante 5 min a 2000 rpm. La fase organica (del fondo) se
pasé a un vial ambar y se evaporé a sequedad en bafio Maria. Finalmente, se

resuspendié con 300 uL de cloroformo (Jin et al., 2002). Se realiz6 cromatografia
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de capafina (TLC) y se cuantificé el nivel de aflatoxinas mediante HPLC (de acuerdo

a lo descrito en los apartados 6.0.3 by c).

6.1 Ensayos en invernadero
6.1.1 Ensayos de nodulacion bajo condiciones de invernadero

Para confirmar la capacidad de nodulacion de los aislados obtenidos de nédulos de
raiz de cacahuate criollo se realizaron dos ensayos. Para la realizacion de los
ensayos, las semillas de cacahuate se esterilizaron superficialmente (desinfestaron)
de la siguiente manera: se introdujeron 50 semillas en un sobre de papel filtro,
sumergiéndolas en una soluciéon con detergente comercial “ROMA” (Fabrica de
Jabdn la Corona; Ecatepec, Edo. de México, México) a una concentracion de 0.02
g mL?* durante 20 min con agitaciéon constante. Se lavaron con agua destilada y
después de ello se sumergié el sobre con semillas en etanol 70% (v/ v) durante 30
s. Seguido de una solucion de hipoclorito de sodio 10% (v/ v) adicionando 0.1 mL
de Tween 20 durante 20 min con agitacion constante. Nuevamente se sumergio el
sobre en etanol 70% durante 1 minuto y se realizaron tres lavados con 50 mL de
agua destilada (Cruz, 2013). Finalmente, las semillas se colocaron en frascos con

algodén humedo para su germinacion durante cuatro dias.

Ensayo 1. Las semillas germinadas de cacahuate fueron inoculadas directamente
con los aislados obtenidos de nédulos de cacahuate criollo de Tehuitzingo de
manera independiente (Th1l-Th7) con 10 mL de in6culo bacteriano a una
concentracion de 10° UFC mL! y fueron sembradas en suelo franco arenoso de la
comunidad “El Copalillo”, Irapuato, Gto. Fue utilizado como control negativo suelo
franco arenoso estéril de Copalillo sin adicion de in6culo bacteriano. Se emplearon

tres semillas germinadas por aislado bacteriano.

Ensayo 2. Se inocularon semillas germinadas de cacahuate con los aislados Thl-
Th7 de manera independiente (10 mL de indculo bacteriano a una concentracion de
10° UFC mL1) y fueron sembradas en arena estéril. Se fertilizaron quimicamente
tres macetas con la dosis recomendada por el INIFAP (N-P-K, 40-60-0) utilizando
sulfato de amonio como fuente de N y superfosfato triple como fuente de P. Se utilizo
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arena estéril como control negativo sin adicion de inéculo bacteriano. Para cada

ensayo se emplearon tres semillas germinadas por aislado bacteriano.

En ambos ensayos, las plantas de cacahuate fueron cosechadas a los 60 d después
de la siembra (dds) y se cuantificé la actividad de la enzima nitrogenasa a través de
la técnica de reduccion de acetileno en raices tal como se describio en el apartado
5.9. Asimismo, se realizd la cuantificacion del nimero de nodulos totales y de

nddulos efectivos usando la presencia de leghemoglobina como parametro.

6.1.2 Ensayo de invernadero paracomparar el efecto de lafertilizacién quimica
(con Ny P) vs. biolégica (con Rhizobium-hongos micorricicos arbusculares)
sobre la poblacion de hongos aflatoxigénicos en la rizésfera y en la

contaminacion por aflatoxinas en el cultivo de cacahuate

a) Establecimiento del ensayo

En condiciones de invernadero, se sembraron tres semillas de cacahuate criollo
(desinfestadas previamente de acuerdo al apartado 6.1.1) por cada maceta con 16
kg de suelo de Tehuitzingo, aplicandose siete diferentes tratamientos con tres
repeticiones por tratamiento. Los tratamientos fueron: A) suelo en condiciones
naturales (sin esterilizar, sin fertilizar y sin inocular); B) suelo + Fertilizacion quimica
(10 ppm N- 15 ppm P usando sulfato de amonio y superfosfato triple,
respectivamente); C) suelo + Rhizobium (10° UFC mL); D) suelo + A. parasiticus
(1x 10° esporas mL™1); E) suelo + fertilizacion quimica (N y P) + A. parasiticus; F)
suelo + Rhizobium + A. parasiticus; G) suelo + Rhizobium + consorcio de hongos

micorricicos arbusculares del género Glomus (10 g semilla!) + A. parasiticus.

Al momento de la siembra, se inocularon las macetas del tratamiento G con 10 g
del inéculo del consorcio de HMA del género Glomus (12 esporas g* de sustrato).
Este consorcio, conformado por las especies G. intraradices, G. albidum, G.
diaphanum, y G. claroideum, fue donado por el Colegio de Postgraduados, Campus

Montecillo.

La preparacion del indculo de A. parasiticus se realiz6é cultivando 100 yL de una

suspension de esporas en cajas de PDA por duplicado. Las placas se incubaron
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durante 6 d a 30°C, después de lo cual se realiz6 una suspension de esporas con
25 mL de agua destilada estéril con Triton 0.01%. Se aplic6 choque térmico a la
suspension (dejando 24 h en refrigeracion) y al dia siguiente se determin6 el nUmero
de esporas mL' mediante conteo en camara de Neubauer. Se prepararon
diluciones con la solucion acuosa con Triton 0.01% para obtener una concentracion
final de 1x 10° esporas mL. Dos dias antes de la inoculaciéon se determiné la
viabilidad de las esporas, sembrando diluciones 10°y 10 en cajas de PDA.

Para el caso de las cepas bacterianas (Thl y Th5), éstas se cultivaron en 30 mL de
medio ELM y se incubaron a 28°C, en agitacién constante a 100 rpm durante 20 y
72 h, respectivamente. Después de este tiempo, se centrifugaron dos veces a 4500
rpm durante 10 min, realizando lavados con solucion salina (NaCl 0.85%) después
de centrifugar. Finalmente, se resuspendio la pastilla formada en 15 mL de solucién

salina con la finalidad de ajustar la concentracion a 1 x 10° UFC mL™.

A los 20 dds, cuando las plantas de cacahuate ya habian emergido, se raleé con la
finalidad de dejar sélo una planta por maceta. En los tratamientos sefialados, se
inoculé con 1 mL de suspension bacteriana a una concentracion de 1 x 10° UFC mL-
Ly/o 1 mL de A. parasiticus (1 x 10° esporas mL™) y se fertilizé6 quimicamente. La
inoculacion de microorganismos y la aplicacion del fertilizante se realizaron en tres

puntos equidistantes cerca de la raiz de las plantas.

Los parametros a evaluar en el ensayo de invernadero fueron: nimero de ndédulos
totales y efectivos por planta, actividad de reduccién de acetileno en uM C2Ha gt h-
L, nitrégeno en mg N planta, fésforo en mg P planta™, porcentaje de micorrizacion,
biomasa seca en parte aérea y radicular, en g planta, produccién de granos en g
planta® y nivel de aflatoxinas en granos de cacahuate, en pg AFB1 g ** muestra al
momento de la cosecha realizada a los 160 dds. Asimismo, se evaluo el efecto sobre

la poblacion bacteriana y fungica a los 45 y 90 dds.

b) Determinacién de la poblacion bacteriana en suelo de cultivo

Para evaluar el efecto de la fertilizacion quimica y la inoculacién bacteriana

Rhizobium sobre la poblacién microbiana en el suelo de cultivo, se realizaron
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diluciones seriadas de muestras de suelo tomadas de cada tratamiento del ensayo
de invernadero a los 45 y 90 dds. Se sembraron 100 pL de las diluciones 103, 104
y 10°° por duplicado, en agar nutritivo para el aislamiento de bacterias. El conteo de

UFC se realiz6 a las 48 h y se determind su numero por gramo de suelo.

c) Determinacion de la incidencia fungica total y de posibles Aspergillus del
grupo A. flavus en suelo de cultivo

Los muestreos de suelo se realizaron a los 45 y 90 dds. Para evaluar la incidencia
fungica se emple6 el método descrito en el apartado 6.0.1 a). Determinando el

nimero de UFC g de suelo después de 7 d de incubacion.

Se aislaron los hongos que presentaron caracteristicas del grupo A. flavus. Estos

se observaron al microscopio para su identificacion.

d) Evaluacion del efecto de la fertilizacibn quimica y biolégica en las
caracteristicas fisioldgicas y nutricionales del cultivo de cacahuate

A los 160 dds, las plantas de cacahuate fueron cosechadas y se cuantificd la
actividad de la enzima nitrogenasa (de acuerdo a lo descrito en el apartado 5.9),
con la finalidad de determinar la FBN en el cultivo de cacahuate. Asimismo, se

realiz6 la cuantificacion de nodulos totales y efectivos.

El contenido de nitrégeno total en las plantas de cacahuate se determind en un
analizador elemental organico Thermo Scienctific Flash serie 2000 (Waltham,

Massachusetts, EUA). En este equipo se colocé 1 g de muestra para el analisis.

Para la determinacion de fésforo se utiliz6 el método Vanadio-Molibdato (Vera-
Nufiez et al., 2006). Para ello se colocaron 100 mg de muestra vegetal molida de
cada tratamiento por triplicado en matraces Erlenmeyer de 125 mL con 10 mL de
acido nitrico, se homogenizo la mezcla y se digirieron a 60°C. Al evaporarse el acido
nitrico, se afiadieron 10 mL de acido nitrico: perclérico (5: 1 v/ v) para terminar la
oxidacion de la materia organica, (siempre y cuando la muestra no presentara una
coloracién naranja, de lo contrario se continud la digestién con acido nitrico). Al
término de la digestion, las sales de color blanquecino se resuspendieron en agua

destilada, se filtraron con papel Whatman No. 42 y se aforaron a 10 mL.
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Posteriormente, se colocaron 200 pL de las muestras obtenidas de la filtracion y 50
ML de la solucion reveladora Vanadio-Molibdato en una placa de Elisa, la cual se
dej6 en reposo a oscuridad durante 20 min. Se midi6 la absorbancia a 415 nm en
espectrofotometro TECAN A-5082, modelo GENIOS (TECAN, Méannedorf, Zurich,
Suiza) (Vera-Nufez et al., 2006). La determinacion se realiz6 por triplicado y se us6
un blanco negativo. Se realizé una curva de calibracion de fésforo (1, 3, 6, 12,25y
50 ppm), para lo cual se parti6 de una solucion de fosfato de potasio dibésico
(K2HPO4) equivalente a 500 ppm de P.

e) Determinacién de la colonizacion del consorcio micorricico en raices de
cacahuate cultivado en invernadero

Esta determinacion se realiz6 so6lo para dos tratamientos A y G. Se tomaron 20
segmentos de las raices de cada planta de los tratamientos indicados por separado.
Las raices contenidas en viales recibieron el siguiente tratamiento: adicion de 2 mL
de KOH al 10% y se sometieron a 10 Ib de presién durante 10 min. Se lavaron las
raices con agua corriente y se adicionaron 2 mL de HCI 1%, dejando en reposo
durante 4 min. Se decanté el HCl y se agregaron 2 mL de azul de tripano. Se
sometieron 10 min a 10 Ib de presién, se desechd el colorante y se mantuvieron en
acetoglicerol hasta su observacion. Las observaciones se realizaron con
microscopio de luz (LEICA [Wetzlar, Alemania)]) a 40x (Kormanik & Mc Graw, 1982).

f) Determinacion del nivel de aflatoxinas en granos de cacahuate cultivado en
ensayo de invernadero (Método AOAC 993.17 adaptado por Guzméan-de-Pefia

et al., Comunicacién personal)

La extraccion de aflatoxinas de granos de cacahuate cosechados en el ensayo de
invernadero, se realizé de acuerdo al método 3, empleando 1 g de muestra de
cacahuate molido en un molino de postas (Retsch, Inc; Newtown, Pensilvania,
EUA).

e A1l gde muestra se le afladieron 8 mL de la solucion metanol: agua (85:15).

e La mezcla se agité en un agitador a 150 rpm durante 30 minutos.
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e La mezcla se filtr6 a través de papel Whatman poro grueso contenido en un
embudo Buchner, utilizando vacio.

e Al filtrado obtenido se afadieron 8 mL de solucién de NaCl 10% en un embudo
de separacion.

e Se agregaron 5 mL de hexano y se agité durante 1 min.

e Lafase acuosa se drend en un segundo embudo de separacion.

e Se extrajo la parte acuosa con dos porciones de 5 mL de cloroformo agitando 1
min en cada extraccion.

e La fase cloroférmica se filtr6 a través de 1 g de NaSO4 anhidro contenido en
papel filtro poro grueso en un embudo sencillo.

e Elfiltrado se evaporé hasta sequedad en bafio Maria (68°C).

e El residuo se resuspendio con 1.2 mL de metanol grado HPLC.

e El extracto se limpio de particulas por medio de una fase sélida (Packing type C-
18) y se llevaron a 1 mL.

e Los extractos se guardaron en refrigeracién para su posterior identificacion por
HPLC. La determinacion se realizo por triplicado para cada tratamiento.

6.2 Andlisis estadistico

Los resultados obtenidos se analizaron mediante un ANOVA vy con la prueba de
rango multiple del método de Duncan por medio del sistema estadistico SPSS
Statistics version 17.0 a un nivel de significancia P < 0.05, para determinar

diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos.
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VI. RESULTADOS

6.1 Caracterizacion fisico-quimica del suelo utilizado en el cultivo de
cacahuate en Tehuitzingo, Puebla

La caracterizacion fisico-quimica del suelo del sitio de estudio, mostré una textura
franco-arenosa con un pH de 7.72; es decir, moderadamente alcalino, y un
contenido de materia orgéanica bajo (de 0.79%). Con respecto al contenido de
macronutrientes se detecto6 lo siguiente: 8.41 ppm de nitrégeno (moderadamente

bajo); 7.83 ppm de fosforo (bajo) y 309 ppm de potasio (moderadamente alto).

6.2 Aislamiento de Rhizobium de n6dulos de cacahuate criollo

Las plantas de cacahuate criollo presentaron nodulacion natural, lo cual indica la
presencia de Rhizobium en el suelo con capacidad de infeccién y efectividad nodular
(Figura 3). Los nodulos de cacahuate criollo eran de tipo indeterminado,
presentaban forma ovalada a cilindrica, de tamafio variable (habia grandes y
pequefios) y distribuidos tanto en la raiz principal como en las raices laterales. El
porcentaje de viabilidad de los nodulos fue del 89% (Tabla 6).

Figura 3. Noédulos de cacahuate criollo de Tehuitzingo, Puebla.
a) Nodulo efectivo, con leghemoglobina en el interior; b) vista superior
de nddulo y ¢) nédulo no efectivo, sin presencia de leghemoglobina.

Tabla 6. Nodulacion de cacahuate criollo

Caracteristica Valor”
Nédulos (No. planta) 193 +0.50
Masa nodular (g planta?) 0.68 +£0.16
Viabilidad de n6dulos (%) 89 +0.05

*Los valores son media de 10 plantas.
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El aislamiento de las colonias bacterianas que crecieron en medio ELMA,
presentaron morfologia circular con consistencia mucosa y acidificacion del medio
(Figura 4a). También se observaron colonias circulares de menor diametro que
alcalinizaban el medio de cultivo (Figura 4b). Se obtuvieron siete aislados
bacterianos (los cuales se nombraron con las iniciales del sitio de estudio y un
namero consecutivo, de Thl a Th7), con morfologia bacilar Gram negativos,
catalasa positivos y reaccion negativa a la prueba 3-cetolactasa, lo cual, en esta
etapa, permitié inferir que estos aislados eran presuntos Rhizobium y no
Agrobacterium.

Figura 4. Colonias bacterianas aisladas de nddulos de cacahuate.

a) Posibles Rhizobium sp.; b) Posibles Bradyrhizobium sp., y ¢) Aislado Gram - con morfologia bacilar.

6.3 Caracterizacion de Rhizobium de nédulos de cacahuate criollo

6.3.1 Resistencia/ Susceptibilidad a antibiéticos (Antibiogramas)

Los aislados bacterianos presentaron diferente respuesta de susceptibilidad/
resistencia a los antibiéticos. Dichos aislados se agruparon en cinco grupos. En
grupo 1, aislados Thly Th3 (resistentes a AM, CF, CTX, CL, NF, SXT); en grupo 2,
aislados Th2 y Th4 (resistentes a AM, CF, CTX, CRO, CL, NF y SXT), y en los
grupos 3-5, aislados Th5, Th6 y Th7, respectivamente, los cuales presentaron
diferentes patrones de resistencia/ susceptibilidad (Tabla 7). Asimismo, la cepa de
referencia Rhizobium tropici CIAT 899 B presentd un patron de resistencia/
susceptibilidad diferente a los aislados de nédulos de cacahuate, siendo resistente

a ocho de los doce antibiéticos examinados (Tabla 7).
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Tabla 7. Resistencia o susceptibilidad a antibidticos por los aislados bacterianos
obtenidos de nodulos de cacahuate criollo de Tehuitzingo

Aislado AK AM FEP_CF__ CTX CRO CL GE NET NF _SXT LEV
Tht s R S R R S R S S R __
T™3 s R S R R S R S S R

i«

Th2 s R S R R R R S S/ R R S
'Th4 ' 5 R S R R R R S S R R §

Ths s R S R 5 S R SIS/ R R S
_T™h6 s R R R R RRS[SIR 5 5

Rtrap]a S TR R ® R TR R sTsTR ' 5

Antibioticos: Amikacina AK, 30 mcg; Ampicilina AM, 10 mcg; Cefepime FEP, 30 mcg; Cefalotina CF, 30 mcg; Cefotaxima
CTX, 30 mcg; Ceftriaxona CRO, 30 mcg; Cloranfenicol CL, 1 mcg; Gentamicina GE, 10 mcg; Netilmicina NET, 30 mcg;
Nitrofurantoina NF, 300 U; Trimetroprim-Sulfametoxazol SXT, 25 mcg; Levofloxacina LEV, 5 mcg. S, susceptibilidad; R,

resistencia.

6.3.2 Evaluacién de la produccién de metabolitos asociados a la promocién

de crecimiento vegetal en los aislados bacterianos

Los aislados Thl, Th2, Th3 y Th4 mostraron produccion de acido indolacético,
sideroforos y solubilizacion de fosfatos (Figura 5), mientras que Th5, Th6 y Th7 sélo
produjeron &cido indolacético (AIA). La cepa de referencia Rhizobium tropici CIAT
899 B mostr6 la mayor produccién de AIA (44.71 ug mL* medio de cultivo), seguida
de Th4 (34.19 pug mL* medio de cultivo), mientras Th7 fue el aislado con menor
produccion de AIA (8.24 ug mL* medio de cultivo) (Tabla 8).

a) b)

Figura 5. Resultado positivo de produccion de sideréforos en aislado Th3 (a) y de solubilizacion de

fosfatos en el aislado Th4 (b).
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Tabla 8. Produccion de acido indolacético (AlA) de los aislados bacterianos (Thl a Th7) obtenidos
de nédulos de cacahuate criollo

Aislado Thl Th2 Th3 Th4 Th5 Th6 Th7 *R. tropici

AlA

(ug mLY) 16.11 +0.69 12.28 +0.35 13.25+0.87 34.19+1.05 10.27+0.12 9.69+0.30 8.24+0.18 44.71+1.36

* Los valores representan la Media + SD (n=3). Curva de calibracién de AIA (Apéndice 1). R. tropici se empleé como

microorganismo de referencia.

6.4 Determinacion de la capacidad de los aislados bacterianos para fijar

nitrégeno

De acuerdo con la efectividad nodular estimada por la presencia de leghemoglobina,
los valores de actividad de reduccién de acetileno oscilaron entre 216.42 y 479.30

umoles C2H4 mg de nédulo h.

6.5 Determinacién la presencia de hongos aflatoxigénicos en suelo y en

granos de cacahuate, asi como el nivel de aflatoxinas en grano por HPLC

6.5.1 Determinacion de la frecuencia relativa del grupo Aspergillus flavi, A.

nigri y otras especies en el cultivo de cacahuate criollo

a) Poblacion fangica en suelo utilizado para el cultivo de cacahuate criollo de
Tehuitzingo, Puebla

La poblacién fungica total fue de 7.33 x 107" UFC g suelo. Las caracteristicas
macroscopicas de los hongos presentes en el suelo correspondieron con: a)
Aspergillus flavi, amarillo granulosas, posiblemente A. oryzae); b) Rhizopus,
colonias blancas filamentosas con granulos negros en las puntas, y c) otras
especies, formando colonias amarillo polvosas, gris polvosas, gris algodonosas,
rosa mucosas y verde afelpadas (Figura 6).

El género predominante en el suelo de cultivo de cacahuate criollo fue Rhizopus,
seguido de las otras especies descritas y en menor proporcion hongos de la seccion
A. flavi (Tabla 9). Sin embargo, no se detecto la posible presencia de A. flavus o A.

parasiticus.
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Figura 6. Poblacion fungica en el suelo de cultivo de cacahuate criollo.
La morfologia colonial flngica observada fue la siguiente: 1) amarillo granulosa (seccion A. flavi), 2) filamentosa
con puntas negras (Rhizopus) y otras especies: 3) amarillo polvosa, 4) gris polvosa, 5) gris algodonosa, 6) rosa
mucosa y 7) verde afelpada.

Tabla 9. Poblacién fungica de la seccién A. flavi, A. nigri y otras especies aisladas del suelo

de cultivo de cacahuate criollo

Seccibn
UFC* totales ) o ) ) )
A.flavi A.nigri Fusarium Mucor Rhizopus Otras especies
g*desuelo
UFC g* de suelo
7.33x107 9.1x10* 0 0 0 7.3 x 107 4.5x10°
Frecuencia relativa (%) (100) (0.12) 0 0 0 (99.27) (0.61)

*Unidades formadoras de colonia. Los valores representan la media de 2 repeticiones.

b) Poblacién fungica en cascara de cacahuate criollo de Tehuitzingo

En cascara de cacahuate recién cosechado y almacenado en diferentes
condiciones se observé una mayor presencia de hongos con morfologias del género
Mucor, caracterizado por formar colonias blancas o grises filamentosas, con una
frecuencia relativa de 83.41%, seguido por otras especies con menor frecuencia
relativa (13.04%), caracterizadas por formar colonias con aspecto café algodonoso,
verde afelpado, gris o0 marrén polvoso. Rhizopus presentd una frecuencia relativa
menor (2.61%), siendo los hongos de la seccion A. flavi los que se presentaron con

menor frecuencia relativa (0.93%) (Tabla 10). Estos resultados son interesantes e
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inesperados, debido a que el cacahuate estuvo almacenado en diferentes periodos
de tiempo. Sin embargo, los hongos caracteristicos de almacén, como los de la
seccion A. flavi se encontraron en menor frecuencia relativa. Lo anterior sugiere que
las condiciones favorecieron el crecimiento de Mucor, pero no el de los hongos de
la seccion A. flavi. S6lo en cascara de cacahuate almacenado por 14 meses en
sacos se encontraron colonias verde granulosas, caracteristicas de hongos de la
seccion A. flavi (Figura 7).

Tabla 10. Poblacion fungica de la seccion Aspergillus flavi, A. nigri y otras especies en
céscara de cacahuate criollo recién cosechado y almacenado en diferentes condiciones y
tiempos

Tiempo de % Seccién
. UFC
Condiciones almacena- totales gt
del grano miento . . . . . .
(meses) cascara A. flavi nigri Fusarium Mucor Rhizopus Otras especies
UFC g'l de cascara
Recién 0 26x107 0 0 0 14x107 15x10°  1.0x107
cosechado
5 2.5 x 106 0 0 0 2.7x105 9.1x10% 2.2 x10°
En sacos
14 7.4 x10% 9.1x10° 0 0 55x10%° 9.1x10° 9.1 x10*
A granel 11 6.2 x 107 0 0 0 6.2x107 9.1x10% 1.8 x10°
Media 24x107 2.3x10° 0 0 2.0x107 6.4x10° 3.2x 108
Frecuencia 0.93 0 0 83.41 2.61 13.04

relativa (%)

*Unidades formadoras de colonia. Los valores representan la media de 2 repeticiones.

Figura 7. Poblacion fangica en cascara de cacahuate criollo.
La morfologia colonial fungica observada fue la siguiente: 1y 2) hongos de la seccién A. flavi, 3): Mucor,

4) Rhizopus, 5-8) otras especies.
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c) Poblacion fungica en granos de cacahuate criollo

En granos de cacahuate criollo de Tehuitzingo recién cosechado y almacenado
durante 5, 11 y 14 meses, respectivamente, la incidencia fangica fue del 100%. Los
principales géneros de hongos presentes en los granos fueron los siguientes:
Rhizopus; A. nigri, caracterizado por formar colonias negras granulosas; A. flavi,
que forma colonias amarillas, verde amarillentas, verde olivo o café granulosas;
Fusarium, de colonias blancas algodonosas, y Mucor, formador de colonias blancas
filamentosas (Figura 8).

Las frecuencias de los hongos de la seccion A. flavi variaron segun el tiempo de
almacenamiento. El cacahuate recién cosechado presentd 3% de hongos de esta
seccion, mientras que los granos almacenados durante 5 meses en sacos
presentaron 62%, lo cual pudo deberse a que las condiciones ambientales fueron
mas favorables para su reproduccion durante ese tiempo de almacenamiento. En
tiempos de almacenamiento mas largos, de 11 y 14 meses, respectivamente, la
frecuencia se redujo a 14 y 30% para A. flavi, pero fue mayor para A. nigri y
Rhizopus (64 y 97%, respectivamente). En el cacahuate almacenado a granel
durante 11 meses, la frecuencia de hongos de la seccién A. flavi fue mayor (26%)

lo cual representa un 12% més que el almacenado 11 meses en sacos (Tabla 11).

También se observé que, en los diferentes tiempos de almacenamiento, cuando el
porcentaje de los hongos del género Rhizopus y de la seccion A. nigri eran mayores,
el porcentaje de hongos de la seccion A. flavi fue menor. Cuando Rhizopus no
estaba presente en granos de cacahuate almacenados en sacos durante 5 meses,

la frecuencia de A. flavi fue mayor (62%) (Tabla 11).
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Figura 8. Poblacion fangica presente en granos de cacahuate criollo.
La morfologia colonial fungica observada fue la siguiente:1-5) hongos del grupo A. flavi. 6) hongo de la
seccion A. nigri, 7) Fusarium, 8) Mucor y 9) Rhizopus.

Tabla 11. Frecuencia (%) de hongos de la seccién Aspergillus flavi, A. nigri y otras especies

en cacahuate criollo en diferentes condiciones y tiempos de almacenamiento

. Seccion
Condiciones Tiempo de Cacahuates No. de
del grano almacenamiento contaminados ce .as* A A
9 (meses) % P | .. Fusarium Mucor Rhizopus
flavi  nigri
%
Recién
cosechado 0 100 2 3 0 0 0 100
5 100 6 62 52 38 0 0
En sacos 11 100 9 14 64 0 50
14 100 14 30 12 0 97
A granel 11 100 18 26 100 1 34
Media 100.0 10 27.0 456 11.4 0.2 56.2

*De un total de 100 granos de cacahuate de cada tipo de almacenamiento por duplicado.

6.5.2 Identificacibn macro y microscépica de los aislados fungicos
pertenecientes al grupo A. flavus

Se obtuvieron 15 aislados con caracteristicas del grupo A. flavus. Uno proveniente
de cacahuate recién cosechado, 2 y 7 aislados de cacahuate almacenado en sacos
durante 5 y 14 meses, respectivamente, y 5 aislados de cacahuate almacenado a
granel durante 11 meses (Tabla 12). Estos se identificaron con numeracion
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consecutiva. Su descripcidn macro y microscépica se encuentra documentada en el

Apéndice 2.

Tabla 12. Identificacibn microscépica de los aislados fungicos de la seccion A. flavi de
granos de cacahuate criollo en diferentes condiciones y tiempos de almacenamiento

Tiempo de No. de aislados de

Condiciones . - Posibles especies No. de
almacenamiento la seccion X .
del grano ; de Aspergillus aislados*
(meses) A. flavi
Recién
cosechado 0 1 A. oryzae (1)
5 5 A. arachidicola (1)
Aspergillus sp. @)
Sacos 6 A. arachidicola 3)
14 A. flavus (3)
1 (cascara) A. arachidicola Q)
Aspergillus sp. 3)
Granel 11 5 A. flavus @)
A. arachidicola @

*El aislamiento se realizé por duplicado.

6.5.3 Determinacién del nivel de aflatoxinas en granos de cacahuate

almacenados en sacos y a granel

Método 1: Extraccion con cloroformo

Los extractos cloroférmicos obtenidos de cacahuate criollo almacenados 5 meses,
en sacos, y 11 meses, a granel, fueron evaluados por TLC y HPLC. El uso de TLC,
para el andlisis de los extractos de las muestras dio resultados negativos (Figura 9).
Sin embargo, los mismos extractos al ser analizados por HPLC fueron positivos
(Tabla 13). La cantidad de AFB1 en estos extractos fue muy bajo (0.48 y 2.20 pg kg
1) y no sobrepas6 el limite maximo permisible que establece la Norma Oficial
Mexicana (NOM-247-SSA1-2008) de 20 ug kg de aflatoxinas en granos o cereales.
Esta diferencia en resultados fue muy posiblemente debida a la sensibilidad del
método, que es de 0.4 ng/ 20 uL, lo cual permitid la deteccién de bajas cantidades

de AFBa (la curva de calibracién se muestra en el Apéndice 3).
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Estdndar de Controles
AFB; y AFG, internos

Muestras problema

Figura 9. Cromatograma de capa fina de los extractos de muestras de cacahuate criollo obtenidos

por el método 1.

Estandar de AFB; y AFG; en carril 1. Controles internos: se refiere a las muestras de cacahuate adicionadas con cantidad
conocida de AFB; (carriles 2-4). Muestras problema son muestras de cacahuates sin adicion de estandar de AFB; (carriles 5-
9). La ausencia de fluorescencia azul indica ausencia de AFB;.

Método 2: Extraccion con Metanol: Agua

El nivel de AFB1 de las muestras de cacahuate criollo almacenado 11 meses en
sacos fue determinado mediante el método 2 (Método oficial AOAC 993.17). El nivel
de AFB1 en cacahuate almacenado en sacos durante 11 meses fue de 0.28 ug kg
de cacahuate, lo cual no sobrepasa el limite maximo permisible que establece la
NOM-247-SSA1-2008 (Tabla 13).

Método 3: Extracciéon con Metanol: Agua

Con la finalidad de mejorar la eficiencia del método anterior se emple6 el método 3
(Método AOAC 993.17 adaptado por Guzman-de-Pefia et al., Comunicacién
personal). Mediante el cual, se pudo confirmar que el nivel de AFB1 en las muestras
de cacahuate criollo almacenadas 11 meses en sacos tampoco rebasé el limite
maximo permisible de aflatoxinas en granos que establece la NOM-247-SSA1-2008
(Tabla 13).

En los extractos de cacahuates almacenados durante 11 meses en sacos aplicados

en placa de TLC, no se observo fluorescencia al ser observadas bajo luz UV, lo cual
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se debio posiblemente a la baja concentracion de AFB1 presente en estas muestras

de cacahuate (Figura 10).

Estandar Controles internos Muestras problema

de AFB,
6.7 pg/mL {_A_\ {—‘—\

AFB;,

AFG,

Figura 10. Cromatograma de capa fina de los extractos obtenidos de muestras de cacahuate criollo

almacenado 11 meses en sacos por el método 3.

Se muestra el estandar de AFB; en carril 1, los “Controles internos” correspondientes a las muestras de cacahuate
adicionadas con cantidad conocida de AFB; (carriles 2-6). Las “Muestras problema” son muestras de cacahuates sin adicién
de estandar de AFB; (carriles 7-11). La ausencia de fluorescencia azul indica ausencia de AFB;.

Tabla 13. Nivel de AFB; en cacahuate criollo almacenado en sacos y a granel

Condiciones de Nivel de AFB; detectado*

Metodo de extraccion . ug kg
almacenamiento Mg muestrat*

cacahuate**

1 En sacos 5 meses 0.009 + 0.002 0.48 £ 0.05

1 A granel 11 meses 0.04 +0.01 2.20+0.18

2 0.007 £ 0.00 0.28 £0.13

En sacos 11 meses
3 0.012 £ 0.01 0.48 +£0.19

*Cuantificado por cromatografia liquida de alta resolucion. Nivel de deteccién 0.4 ng/20 pL.
**| os valores representan la Media + SD (n=5). El calculo de SD se realizé con los datos transformados de Log (1+x).

6.5.4 Determinacion de la capacidad micotoxigénica de los hongos de la

seccion A. flavi por el método presuntivo

Después de 3 dias de incubacion, se realizo la lectura de las cajas con medio CAM
inoculadas con Aspergillus aislados de granos de cacahuate criollo de Tehuitzingo.
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A partir del tercer dia se pudo observar que solo el aislado 3 de cacahuate
almacenado a granel (Thz3g) e identificado como A. arachidicola mostro
fluorescencia azul, asi como el control positivo A. parasiticus ATCC 16992 (Figura
11). Todos los aislados fungicos fueron incubados hasta 14 dias con la finalidad de
asegurar si los aislados presentaban capacidad micotoxigénica. Después de este
tiempo, se pudo confirmar que solo el aislado A. arachidicola (Thz3g) era

micotoxigénico (Tabla 14).

Figura 11. Capacidad micotoxigénica de los aislados evaluada por el método presuntivo en Medio
de Coco Agar. Se muestra en: a) control negativo Medio de Coco Agar; en b) A. arachidicola (Thz3g),
y en c¢) A. parasiticus (control positivo).

Tabla 14. Capacidad micotoxigénica de los hongos de la seccion A. flavi por el método
presuntivo

. . . No. de aislados Fluorescencia*
Posibles especies de Aspergillus : lizad
anallizados positivo Negativo
A. parasiticus ATCC 16992 1 1 0
A. arachidicola 6 1 5
Aspergillus sp 4 0 4
A. oryzae 1 0 1
A. flavus 4 0 4

*Medio de Coco Agar, fluorescencia en el reverso del medio.
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6.5.5 Produccioén de aflatoxinas de A. arachidicola aislado de cacahuate criollo

Con los extractos obtenidos del medio sélido CAM por el método Keller 2 se realizé
TLC mediante la cual se pudo observar la fluorescencia de AFBi1 y AFGa,
cualitativamente la produccion de AFB1 del aislado A. arachidicola era superior a la
del control positivo A. parasiticus ATCC 16992 (Figura 12). Los extractos evaluados

en placa de TLC y cuantificados por HPLC demuestran esto ultimo (Tabla 15).

Q)
Estandar s
deAFp, Control § A arachidicola
N
N
i

y AFG, negativo

Figura 12. Cromatograma de capa fina de extractos obtenidos de los cultivos de A. parasiticus y A.

arachidicola en medio de coco agar.

Se muestra el estandar de AFB; y AFG; en el carril 1, el control negativo en carriles 2 y 3, el extracto obtenido de A. parasiticus
en carril 4 y los extractos obtenidos de A. arachidicola en carriles 5 y 6. La fluorescencia azul indica la presencia de aflatoxinas
tipo B.

Tabla 15. AFB, producida por A. arachidicola en medio de coco agar

Cepa /aislado AFB; pg mL?
*A. parasiticus ATCC 16992 44.0
*A. arachidicola 487.6

*Los valores representan la media de 2 repeticiones.
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6.6 Ensayos en invernadero

6.6.1 Ensayos de nodulacion bajo condiciones de invernadero

Se usaron plantas de cacahuate criollo en dos experimentos establecidos para
determinar la capacidad de nodulacion de los aislados bacterianos de Tehuitzingo,
las cuales fueron cosechadas a los 60 d después de la siembra (Figura 13). Los
aislados Th1y Th5 fueron los Unicos que nodularon raices de cacahuate, por lo cual
se pudo confirmar que estas dos cepas pertenecen al género Rhizobium. El aislado
Th5 generé mayor numero de nédulos. Ademas, fue el aislado que presenté mayor
actividad de nitrogenasa, determinada mediante reduccion de acetileno. Al realizar
el andlisis estadistico, el segundo experimento presentd diferencias significativas
(Tabla 16). De igual manera, la biomasa seca aérea fue mayor sélo en las plantas

inoculadas con la cepa Thb5. El andlisis estadistico confirma lo descrito (Grafica 1).

Tabla 16. Capacidad de nodulacion de los aislados bacterianos obtenidos de nédulos de
raiz de cacahuate criollo y actividad nitrogenasa en raices de plantas de cacahuate

cultivadas en arena estéril

Planta + aislado Nodulacién Actividad nitrogenasa™
bacteriano’ Clave Nédulos totales™ N6dulos efectivos 11
(10° UFC mL-) %) (umoles de Cz2Haht mLt)
Ninguno Control - Ob 0 27.65 +4.69 bc
Aislado 1 Thi 6+1.00b 100 41.23+0.0 bc
Aislado 2 Th2 Ob 0 71.80 £ 24.60 bc
Aislado 3 Th3 Ob 0 81.38 £52.27 bc
Aislado 4 Tha Ob 0 52.65 + 26.84 bc
Aislado 5 Th5 38+13.43 a 100 196.92 + 11.36 a
Aislado 6 Thé Ob 0 2591 +1.36¢C
Aislado 7 Th7 Ob 0 24.99+0.80c
Ninguno, séloNy P FQ Ob 32.71 £0.37 bc

*Aislados bacterianos obtenidos de nédulos de cacahuate criollo de Tehuitzingo. **Determinada mediante ensayo de
reduccion de acetileno. Los valores representan la Media + SD (n=3). Letras diferentes indican diferencias significativas entre
tratamientos. Duncan (P<0.05).
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Control - Th1

Figura 13. Respuesta a la inoculacién con aislados bacterianos obtenidos de nédulos de cacahuate

criollo de Tehuitzingo en plantas de cacahuate criollo bajo condiciones de invernadero.
Control: planta sin in6culo bacteriano; Thl- Th7: plantas inoculadas con una suspension bacteriana de 1 x 10° UFC/ maceta.
Tres repeticiones/ aislado. *Plantas en donde se encontré presencia de nédulos.
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Grafica 1. Biomasa seca aérea y radicular en plantas de cacahuate inoculadas con Rhizobia nativos
obtenidos de nddulos de cacahuate criollo en suelo de cultivo de cacahuate de Copalillo, Guanajuato
(ensayo 1).

Las barras indican la Media £ SD (n=3). Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos. Duncan

(P<0.05). Control -: Suelo estéril sin in6culo bacteriano. Th1-7: Inoculacion con aislados bacterianos de nédulos de cacahuate
criollo de Tehuitzingo. *Plantas en donde se encontré presencia de nédulos.

6.6.2 Efecto de la fertilizacion quimica (con N y P) vs. biologica (con
Rhizobium-hongos micorricicos arbusculares) sobre la poblacion de hongos
aflatoxigénicos en la rizésfera y en la contaminacién por aflatoxinas en el

cultivo de cacahuate

a) Determinacion de la poblacion bacteriana presente en suelo de cultivo a los
45y 90 dias después de la siembra
Las poblaciones bacterianas en general, fueron mayores en los tratamientos

inoculados con Rhizobium comparadas con aquellas en condiciones naturales a los
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45 dds. En contraste, a los 90 dds s6lo hubo aumento de la poblacién bacteriana en
el suelo donde se inoculé Rhizobium, hongos micorricicos y A. parasiticus, mientras
que el tratamiento donde se inoculd A. parasiticus presenté una menor poblaciéon

bacteriana que los demas tratamientos (Tabla 17).

Tabla 17. Poblacién bacteriana en suelos inoculados con Rhizobium vy fertilizados
guimicamente a los 90 dias de siembra de plantas de cacahuate

Tratamiento UFC g suelo
A. Suelo en condiciones naturales 1.3x 108
B. Suelo + Fertilizacién Quimica 1.2 x108
C. Suelo + Rhizobium™ 1.2x 108
D. Suelo + A. parasiticus 1.8 x 107
E. Suelo + Fertilizacion Quimica + A. parasiticus 9.1x 108
F. Suelo + Rhizobium + A. parasiticus 8.1x108
G. Suelo + Rhizobium + HMA + A. parasiticus 9.6 x 108

* Los valores representan la media de 2 repeticiones. **Cepas Thly Th5.

b) Determinacion de la incidencia fungica total a los 45 dias después de la

siembra

La poblacion fungica en suelo de los tratamientos evaluados en el invernadero,
mostro valores variables en cada tratamiento. Las UFC fueron similares en 6 de los
7 tratamientos aplicados al suelo donde se cultivé cacahuate. Sélo en el tratamiento
donde se inoculé A. parasiticus (D) la poblacion fue mayor (Tabla 18). En
condiciones naturales las UFC de los hongos de la seccién A. flavi y otras especies
no identificadas presentaron cantidades similares. Las mayores cantidades de
hongos de la seccion A. flavi se presentaron en el suelo inoculado con A. parasiticus
y en suelo con A. parasiticus y Rhizobium. Destaca el hecho de que el tratamiento
con fertilizacién quimica no present6 hongos de la seccion A. flavi. De igual manera,
en suelo fertilizado quimicamente e inoculado con A. parasiticus, tampoco se

presentaron hongos de la seccién A. flavi ni de A. nigri (Tabla 18).
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Tabla 18. Poblacién fungica de la seccion A. flavi, A. nigri y otras especies en suelo bajo
diferentes tratamientos en invernadero a los 45 dias después de la siembra de plantas de
cacahuate

UFC Seccion
Tratamiento totales g* . _— . Otras

suelo A. flavi A. nigri Mucor Rhizopus especies
A. Suelo en condiciones 6 5 5
naturales 1.8x10 9.1x10 0 0 0 9.1x10
B. Suelo + Fertilizacion 5 " " "
Quimica (FQ) 2.7x10 0 9.1x10 0 9.1x10 9.1x10
C. Suelo + Rhizobium™ 1.8 x 10° 0 0 9.1x10* 0 1.7 x 108
D. Suelo + A. parasiticus 1.8x107 1.6x10’ 0 9.1x10*  9.1x104 1.0x 108
E. Suelo + FQ + A. 6 5 " 4
parasiticus 1.0x10 0 0 8.2x10 9.1x10 9.1x10
F. Suelo + Rhizobium + A. 6 5 4 5
parasiticus 9.5x 10 9.2x 10 0 9.1x 10 0 2.7x10
G. Suelo + Rhizobium + 55, 145 0 91x10* 91x10* 91x10*  2.7x10°

HMA + A. parasiticus
*Los valores representan la media de 2 repeticiones. **Cepas Thly Th5.

Flora fungica con caracteristicas pertenecientes a la seccién A. flavi (45 dds)

Las colonias fungicas con caracteristicas de la seccion A. flavi se identificaron
microscopicamente, encontrandose principalmente la especie A. arachidicola en el
suelo en condiciones naturales. Esta especie de Aspergillus también se aislé en
suelo inoculado con Rhizobium y A. parasiticus, mientras que en el suelo inoculado

con A. parasiticus solo se identifico Aspergillus sp. (Figura 14).

naturales, y en b) Aspergillus sp. aislado de suelo de Tehuitzingo inoculado con A. parasiticus en
invernadero.

51



c) Determinacién de la incidencia fungica total a los 90 dias después de la

siembra de cacahuate en invernadero con diferentes tratamientos

Las poblaciones fungicas aisladas 90 dds fueron en su mayoria del grupo A. flavi y
Mucor (Tabla 19). Solamente el tratamiento de suelo inoculado con A. parasiticus
no present6 hongos de la seccion flavi. Inclusive, no se recuperd el hongo inoculado.
En los restantes tratamientos las poblaciones encontradas de hongos de la seccion

flavi fueron en menor nimero (9.1 x 104 hasta 2.7 x 10° UFC g suelo) (Tabla 19).

Tabla 19. Poblacion fungica de la seccion A. flavi, A. nigri y otras especies en suelo bajo 7
tratamientos en invernadero, a los 90 dias después de la siembra de cacahuate

UFC Seccion
Tratamiento totales g* A flavi A niri M Rhi Otras
Suelo . Tlavi . nigri ucor |ZOpUS eSpeCieS
A. Suelo en condiciones -, 1\ 106 1.8y 105 0 1.6 x 106 0 2.7 x 105
naturales
B. Suelo + Fertilizacion ) o 105 91104 0 1.8 X 10 0 1.8 % 10
Quimica (FQ)
C. Suelo + Rhizobium™ 6.4x10° 2.7x10° 0 9.1 x 104 0 2.7 x10°
D. Suelo + A. parasiticus 8.2x 10° 0 0 4.5x10° 0 3.6 x 10°
E. Suelo + FQ + A oo 105 9.1x104 0 9.1 x 10% 0 3.6 x 105
paraS|t|CUS
F.Suelo +Rhizobium +A. ) o 105 91x10* 91x10° 9.1x10° 0 1.8 x 105
parasiticus

G. Suelo + Rhizobium +

5 5 4 4 4 5
HMA + A. parasiticus 8.2x10 1.8x10 9.1 x 10 9.1 x 10 9.1x10 3.6x10

*Los valores representan la media de 2 repeticiones. **Cepas Thly Th5.
Flora fungica con caracteristicas pertenecientes a la seccion A. flavi (90 dds)

Los hongos aislados del suelo fertilizado quimicamente (tratamiento B) y del
fertilizado quimicamente e inoculado con A. parasiticus (tratamiento E) se
identificaron macro y microscopicamente como: Aspergillus sp., A. arachidicola 'y A.

flavus (Figuras 14 y 15).
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La descripcion morfologica macro y microscopica de todos los aislados se encuentra

descrita en el Apéndice 4y 5.

d) Efecto de la fertilizacién quimica vs fertilizacién bioldgica en el cultivo de
cacahuate criollo en invernadero

Las plantas de cacahuate sometidas a los tratamientos de fertilizacion quimica en
ausencia (B) y presencia de A. parasiticus (E) fueron noduladas con Rhizobium
presentes en el suelo de cultivo de Tehuitzingo. La mayor actividad nitrogenasa de
los nédulos fue la del tratamiento E (Tabla 20). A su vez, las plantas con los
tratamientos de fertilizacidn biologica, suelo con Rhizobium Thl y Th5 (C);
Rhizobium y A. parasiticus (F); y Rhizobium + hongos micorricicos y A. parasiticus
(G) presentaron nédulos en diferentes proporciones con una actividad nitrogenasa
baja (Tabla 20).

El mayor nimero de nédulos y absorcion de N lo presentaron las plantas sembradas
en suelo sin ningun tratamiento (A), mientras que el menor porcentaje de nédulos
efectivos, menor actividad nitrogenasa y absorcion de N lo presentaron las plantas

del tratamiento inoculado con A. parasiticus (Tabla 20).
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Tabla 20. Efecto de la fertilizacion quimica vs fertilizacion bioldgica en el niumero de nédulos
totales y efectivos, y en la actividad de la enzima nitrogenasa en raices de cacahuate

parasiticus

Nodulacién Actividad
. ] ] nitrogenasa’ 1
Tratamiento Nodu|0§ Noqu|os (UM de C2H4mg'1 mg N planta
totales efectivos % nédulos h'1)”
A. Suelo en condiciones naturales 127 +33 a 96.67 £0.00 a 57.17 +37.02 a 511.07£99.18 a
B. Suelo + Fertilizacion Quimica 93+26a 92.22+4.01a 92.90 £53.14 a 431.94 + 146.43 a
C. Suelo + Rhizobium™ 80+27a 9556+1.11a 90.92 +39.22 a 324.13+38.39 a
D. Suelo + A. parasiticus 8l+4la 65.56 + 32.79 a 36.61+4.43a 311.48 £195.54 a
/'i' Suelo + Fertilizacion Quimica+ oo, 55, gg67+7.70a 119.63+23.95a 442.85 + 162.33 a
. parasiticus

F. Suelo + Rhizobium + A.

parasiticus 124 + 14 a 81.11+4.84 a 60.33+18.18 a 369.59 £ 64.21 a
G. Suelo + Rhizobium + HMA+A. 26, 5,5 933343854 54.59 + 4.43 a 352.12+41.24 a

*Determinada mediante ensayo de reduccion de acetileno. **Los valores representan la Media = SD (n=3). Valores con la
misma letra en la misma columna no son significativamente diferentes. Duncan (P<0.05). ***Cepas Thly Th5

Con respecto a la floracion, ésta ocurri6 primeramente en las plantas con la
fertilizacion Biologica (tratamientos C y F), seguidos por el Control (A) y las plantas
fertilizadas quimicamente (B) (Figura 16). La evaluacion del area foliar, peso seco
aéreo y radicular de las plantas con los dos tipos de fertilizacion fueron similares
entre tratamientos a los 120 dds. En los datos de biomasa no se encontraron
diferencias significativas (Figura 17, Gréfica 2).

Figura 16. Floracion de las plantas de cacahuate criollo 45 dias después de la siembra. Los
tratamientos aplicados fueron: A) Suelo en condiciones naturales, B) Fertilizacion quimica (N: P), C)
Inoculacién con Rhizobium, D) Inoculacion con A. parasiticus, E) Fertilizacibn quimica + A.
parasiticus, F) Rhizobium + A. parasiticus y G) Rhizobium + HMA + A. parasiticus.
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Figura 17. Aspecto de las plantas de cacahuate criollo a los 120 dias después de la siembra. Los
tratamientos aplicados fueron: A) Suelo en condiciones naturales, B) Fertilizacion quimica (N: P), C)
Inoculacién con Rhizobium, D) Inoculacién con A. parasiticus, E) Fertilizacion quimica + A.
parasiticus, F) Rhizobium + A. parasiticus y G) Rhizobium + HMA + A. parasiticus.
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Gréfica 2. Biomasa seca aérea y radicular en plantas de cacahuate criollo del ensayo (FQ vs. FB)
de fertilizacién quimica vs. fertilizacion biol6gica (160 dds) cultivadas en suelo de cultivo de

cacahuate criollo bajo condiciones de invernadero.

Las barras indican la Media + Error estandar (n=3). Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos.
Duncan (P<0.05). A) Suelo en condiciones naturales; B) Fertilizacién quimica (N y P); C) Inoculaciéon con Rhizobium; D)
Inoculacion con A. parasiticus; E) Fertilizacion quimica + A. parasiticus; F) Rhizobium + A. parasiticus y G) Rhizobium + HMA
+ A. parasiticus.

La absorcion de fésforo en las plantas de cacahuate se vio favorecida tanto por la
fertilizacion quimica (B y E) como por la inoculacién de Rhizobium junto con hongos
micorricicos (G), principalmente en la parte aérea. Mientras que en raiz sélo se

mejoro la absorcion en el tratamiento con in6culo de Rhizobium (Tabla 21).

55



Tabla 21. Absorcién de fésforo en plantas de cacahuate criollo bajo condiciones de
invernadero y cultivadas en suelo de Tehuitzingo con diferentes tratamientos

) ppm de P
Tratamiento
Parte aérea Raiz Planta completa
A. Suelo en condiciones naturales 9.7+02b 10.1x2.1bc 19.8£2.0c
B. Suelo + Fertilizacion Quimica 12.7+0.2a 96+03bc 223+0.1b
C. Suelo + Rhizobium™ 9.7+15b 13.0+0.3a 227+18b
D. Suelo + A. parasiticus 9.2+0.1b 11.1+03b 20.3x02c
E. Suelo + Fertilizacién Quimica + A. parasiticus 13.7+0.2a 11.1+05b 248+06a
F. Suelo + Rhizobium + A. parasiticus 10.0£0.3b 89+0.3c 189+0.6¢C
G. Suelo + Rhizobium + HMA + A. parasiticus 128+0.3a 10.1+02bc 229%0.2b

*Los valores representan la Media + SD (n=3). Letras diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos. Duncan
(P<0.05). **Cepas Thly Ths.

Con respecto al rendimiento de grano, los tratamientos inoculados con Rhizobium
(Cy F) presentaron mayor produccion de grano, aunque comparativamente, dichos
valores no mostraron diferencia estadistica significativa (Tabla 22). Como se puede
observar en la tabla 22, el menor rendimiento ocurrié en el suelo inoculado con A.

parasiticus (D).

Tabla 22. Produccién de granos de cacahuate por tratamiento en ensayo de invernadero:
fertilizacién quimica (FQ) vs. fertilizacion biolégica (FB)

Granos

Tratamiento

(No. planta?) (g planta?®)
A. Suelo en condiciones naturales 10+4.8ab 23+12c
B. Suelo + Fertilizacién Quimica 12+4.1ab 3.6 £1.3 abc
C. Suelo + Rhizobium™ 13+1.2ab 5.8+0.5ab
D. Suelo + A. parasiticus 4+30b 14+10c
E. Suelo + Fertilizacion Quimica + A. parasiticus 9+2.0ab 29+0.6 bc
F. Suelo + Rhizobium + A. parasiticus 16+1.8a 6.3+0.7a
G. Suelo + Rhizobium + HMA + A. parasiticus 9+35ab 27+1.0bc

*Los valores representan la Media + Error estandar (n=3). Letras diferentes indican diferencias significativas entre
tratamientos. Duncan (P<0.05). **Cepas Thly Th5.

e) Porcentaje de colonizacion de micorrizas en raices
Las raices de las plantas inoculadas con hongos micorricicos (G) fueron tefidas y
evaluadas por microscopia, se observo la presencia de vesiculas arbusculares, lo

cual indica que hubo colonizacién del consorcio micorricico inoculado. El porcentaje
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de micorrizacidon en este tratamiento fue del 30%, mientras que en las raices de

plantas en suelo en condiciones naturales no hubo micorrizacion (Figura 18).

Figura 18. Colonizacién del consorcio micorricico en raices de cacahuate criollo.
Se muestra en: a) raices de Suelo control (Condiciones naturales) sin micorrizacion; en b, c y d) raices con presencia de
vesiculas arbusculares en tratamiento G) Suelo + Rhizobium + HMA + A. parasiticus.

f) Nivel de aflatoxinas en granos de cacahuate del ensayo de invernadero

Los cacahuates producidos en los diferentes tratamientos no presentaron
contaminacion con AFBz1, aln en presencia de hongos de la seccion A. flavi ya que
estos hongos fueron aislados del suelo de los tratamientos, con excepcion de los
granos producidos en el tratamiento E (suelo inoculado con 1 x 108 esporas mL* de
A. parasiticus y fertilizado quimicamente). El nivel de AFB: fue de 23.28 ng g*
cacahuate, equivalentes a 23.28 ug AFB: kg! cacahuate. Este nivel de
contaminacion esta ligeramente por encima del valor maximo permisible (20 ug
AFB:1 kg?) establecido por la norma oficial mexicana (NOM-247-SSA1-2008). Un
dato importante a considerar es que en los granos producidos en suelos inoculados
con A. parasiticus (1 x 108 esporas mL™), Rhizobium y hongos micorricicos, no se
detectd AFB: (Tabla 23).

Tabla 23. Nivel de AFB; en granos de cacahuate del ensayo de invernadero FQ vs FB

Nivel de AFB: detectado”
Hg AFB1 kg cacahuate™

Tratamiento

A. Suelo en condiciones naturales 0
B. Suelo + Fertilizacion Quimica 0
C. Suelo + Rhizobium™ 0
D. Suelo + A. parasiticus 0
E. Suelo + Fertilizaciéon Quimica + A. parasiticus 23.28 +1.07
F. Suelo + Rhizobium + A. parasiticus 0
G. Suelo + Rhizobium + HMA + A. parasiticus 0

*Cuantificado por cromatografia liquida de alta resolucion. Nivel de deteccién 0.4 ng/20 pL. **Los valores representan la Media
+ SD (n=3). El calculo de SD se realiz6 con los datos transformados de Log (1+x). ***Cepas Th1ly Th5.
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VIl. DISCUSION

No obstante que el grano de la planta de cacahuate representa una fuente de
proteina vegetal de vital importancia en la dieta de la poblacion de ciertas
comunidades rurales en México, se desconocen aspectos fundamentales sobre su
manejo agricola, i.e., los efectos de la fijacion bioldégica de nitrogeno, la
micorrizacion y de la fertilizacion con N. Tampoco se conoce la influencia que éstos
pudieran tener sobre la incidencia de hongos con capacidad de produccion de

aflatoxinas, que son compuestos carcinogénicos en humanos.

El objetivo principal de este trabajo fue comparar el efecto de la fertilizacion quimica
vs. la biolégica sobre la susceptibilidad del cacahuate a la contaminacion por hongos
aflatoxigénicos. Es importante destacar que la caracterizacion fisico-quimica del
suelo de cultivo de cacahuate de Tehuitzingo, Puebla mostré valores bajos en
cuanto al contenido de nitrégeno y fésforo, lo que posiblemente repercute en el bajo
rendimiento del cultivo de cacahuate en este sitio. Lo anterior debido a que esta
planta requiere de una fertilizacion de N y P de 40-60 kg/ ha en el momento de la
siembra o en la primera escarda (Medina et al., 2003). Sin embargo, el bajo estado
nutrimental del suelo, podria favorecer la nodulacion por Rhizobium, ya que se ha
demostrado que a dosis de fertilizacion de N mayores a 80 kg N ha! se afecta la
nodulacién y se inhibe la fijacion biologica de N2 (Leidi & Rodriguez, 2000). El
resultado de nodulacion de las plantas cultivadas en suelo en condiciones naturales
y en ensayos de invernadero, también mantenidas en un estado nutrimental bajo,
concordaron con lo descrito por Leidi & Rodriguez (2000), quienes también
reportaron mayor nodulacion en condiciones muy similares. Igualmente, la fijacién
biolégica de nitrégeno fue mayor en las plantas noduladas de acuerdo a los ensayos
de actividad nitrogenasa. En contraste, en el experimento de fertilizacion quimica
vs. biologica, las plantas con fertilizacion quimica presentaron menos nodulos que
las plantas fertilizadas biolégicamente, mientras que el rendimiento del cultivo se vio

favorecido en los tratamientos inoculados con Rhizobium.
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Se determind que la mayor fijacion de nitrogeno medida como pmoles de C2Ha mg
L nédulos h, ocurrié durante la floracién de las plantas en presencia de Rhizobium.
Estos resultados concuerdan con lo reportado por Punos & Iglesias (2005) quienes
indican que la mayor tasa de fijacion biolégica de nitrégeno se produce en las etapas
de floracion y llenado de granos. El nimero de nédulos y la actividad nitrogenasa
tienden a disminuir después porque la planta destina gran cantidad de hidratos de
carbono hacia el llenado de los granos. Esta reasignacion de fuentes de carbono
desactiva la fijacion bioldgica del nitrogeno, debido a que los nédulos quedan sin

fuente de energia, mueren y se desprenden de las raices.

Los aislados bacterianos Thly Th5 (obtenidos de ndédulos) mostraron capacidad de
nodulacién, siendo el aislado Th5 el que mas estimul6 la nodulacion y la actividad
nitrogenasa en las raices de las plantas inoculadas con este aislado. Ademas, se
observé un efecto positivo de Th5 sobre la biomasa aérea de las plantas de
cacahuate. Estos resultados muestran que existe una relacion entre la actividad de
la nitrogenasa, reponsable de la fijacion bioldgica de nitrégeno, y el contenido de
materia seca en las plantas, tal como lo reportan Hardarson & Danso (1999).

Las bacterias del género Rhizobium, ademas de tener la capacidad de fijar
nitrdgeno, producen auxinas, i.e., compuestos derivados del acido indolacético
(AlA), sideréforos y ademas solubilizan fosfatos (Patten & Glick, 1996; Khan et al.,
2009; Deshwal et al., 2011). Al respecto, en este estudio los aislados Thl y Th5
mostraron produccién media de auxinas. Sin embargo, Thl produjo sideréforos y
solubiliz6 fosfatos mientras que Th5 no presentd estas propiedades. Resultados
similares han sido reportados por Badawi et al. (2011), quienes observaron que
cepas de Bradyrhizobium no mostraron la capacidad de excretar sidero6foros en
medio CAS y mostraron baja capacidad para solubilizar fosfatos comparadas con

Serratia marcescens y Trichoderma harzianum.

Con respecto al efecto de la fertilizacién quimica vs. la fertilizacién biolégica sobre
las caracteristicas generales del cultivo de cacahuate, no se encontraron diferencias
significativas en la produccién de biomasa, ni en el rendimiento. Estos resultados

podrian deberse a que el cultivo fue poco sensible a la fertilizacion aplicada de N y
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P, que fue de 10 ppm y 15 ppm, respectivamente. Ademas, se utilizaron suelos y
cultivares originarios de Tehuitzingo, los cuales son de temporal. Resultados
similares han sido reportados por Barrera et al. (2002), quienes no observaron
buenos rendimientos en el cultivo de cacahuate de temporal a diferentes dosis de
N, Py K en el estado de Morelos. Asimismo, Martinez (1985) no encontro diferencias
significativas en el rendimiento utilizando inoculantes vs. fertilizantes quimicos en

un ensayo con cacahuate de medio riego en el municipio de Axochiapan, Morelos.

En el presente estudio se observé que la inoculacion con Rhizobium favorecio la
absorcion de P y este valor fue mayor al obtenido con fertilizacién quimica. Este
comportamiento concuerda con lo reportado por Jia et al. (2004), donde plantas de
haba (Vicia faba) inoculadas con Rhizobium mostraron un incremento en la
acumulacion de P comparado con plantas con bajo suministro de nitrégeno o sin

inoculacién con Rhizobium ni fertilizacion nitrogenada.

En el presente trabajo se determind una baja colonizacion de hongos micorricicos
en el ensayo en invernadero. Esto podria estar relacionado con la deficiencia de N
y la presencia de Rhizobium. Al respecto, Jia et al. (2004) reportaron que en los
tratamientos con baja concentracion de N (10 ppm) e inoculacion de Rhizobium se
observé una reduccion del 50% en la colonizacion vesicular (VC); mientras que en

una alta concentracion de N (250 ppm), Rhizobium no afect6 la VC.

En el suelo de cultivo de cacahuate criollo de Tehuitzingo, la frecuencia relativa de
hongos de la seccién A. flavi fue baja. A. flavus y A. parasiticus no se aislaron de
este suelo. Su ausencia pudo estar relacionada, en primer lugar, a que las
condiciones ambientales del sitio son desfavorables para estas especies. A. flavus
y A. parasiticus requieren una temperatura 6ptima de 28°C; pH de 6.5 - 7.5y
humedad relativa entre 88 y 95% para crecer. Asimismo, la ausencia de estos
hongos podria deberse a la competencia entre especies (Alexander, 1971;
Widstrom et al., 2003; FAO/OIEA, 2003), como la de Rhizopus, que tiene un

crecimiento muy rapido y quizas por ello, su frecuencia relativa fue mayor.
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En el presente trabajo, la cascara de cacahuate criollo de Tehuitzingo almacenado
por 14 meses, presenté hongos del género Mucor en mayor porcentaje con respecto
a otras especies, mientras que los hongos de la seccidn A. flavi representaron solo
el 0.93% de la poblacién total. Esto podria indicar que la contaminacién por parte
de A. flavi en cacahuate criollo ocurre durante el almacenamiento, y la incidencia de
las poblaciones fungicas varia con respecto al tiempo. Nuestros datos concuerdan
con lo reportado por Nakai et al. (2008), quienes en un estudio realizado en
cacahuates almacenados y monitoreados mensualmente durante un afio
encontraron gque las frecuencias relativas de las poblaciones variaron de acuerdo al
tiempo de muestreo: Fusarium spp. presentd una frecuencia relativa de 97.5% en el
primer mes y de 45% en el mes 12; en contraste, Rhizopus spp. presenté una
frecuencia de 2.5% en el primer mes y de 18.75% en el Ultimo mes. En este mismo
contexto las poblaciones de Aspergillus spp. no se detectaron en el primer mes; sin

embargo, la frecuencia relativa aumento6 a 13.75% en el mes 12.

La poblacion fungica aislada en el presente estudio coincidid con los resultados
obtenidos por otros autores (Bhattacharya & Raha, 2002; Rossetto et al., 2005;
Nakai et al., 2008). Es importante destacar que los géneros encontrados son los
mismos que los reportados por estos autores en granos de cacahuate de la India 'y
Brasil. La baja frecuencia relativa de Fusarium detectada en los granos de
cacahuate en este estudio, también se ha observado en otros estudios durante el
almacenamiento (Nakai et al., 2008). Estos autores encontraron porcentajes de 43
a 53% de Fusarium durante los primeros meses de almacenamiento y después de
1 afo, el porcentaje se redujo hasta 6%. Se ha observado un comportamiento
similar en granos de maiz en el norte de Tamaulipas, en donde se reporté que el
maiz en campo present6 una frecuencia relativa de Fusarium del 76.9%, 11.6% de
Penicillium y 3.1% de Aspergillus; mientras que, en almacén las frecuencias
cambiaron drasticamente, reduciéndose hasta 5.5% para Fusarium, y aumentando
a 15.9% y 50.3% para Penicillium y Aspergillus, respectivamente. Estos datos
ilustran claramente que la frecuencia de hongos del grupo Aspergillus aumenta

durante el almacenamiento (Hernandez et al., 2007).
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Aunado al comportamiento antes descrito, las poblaciones de A. flavi se vieron
incrementadas durante el almacenamiento con una marcada diferencia entre las
condiciones de almacenamiento a granel y en sacos por 11 meses, las cuales fueron
de 26% y 14% respectivamente. Esto indica que aun dentro del almacenamiento
deben establecerse condiciones para evitar la contaminacion por hongos
potencialmente aflatoxigénicos, tal como guardar los granos en sacos, lo cual
disminuye la contaminacion dentro del mismo almacén. Scussel et al. (2008)
reportaron que cuando los granos son almacenados a granel son mas susceptibles
a la contaminacion por hongos debido a que las condiciones de humedad y
temperatura no pueden controlarse, a diferencia con el almacenamiento bajo
suelos, en sacos o silos. Otras condiciones que se utilizan tradicionalmente para
proteger a los granos durante el almacenamiento es aplicarles cal o ceniza antes
del almacenamiento (Productores de cacahuate de Tehuitzingo Puebla,

Comunicacion personal).

A. arachidicola fue el hongo detectado en mayor proporcidn en granos de cacahuate
en este estudio. Estos datos concuerdan con Pildain et al. (2008) quienes reportaron
a esta especie como un hongo aflatoxigénico aislado de cacahuate. En otras
regiones productoras de cacahuate en México, solo se han aislado A. flavus y A.
parasiticus en granos de cacahuate y no hay reportes sobre la presencia de A.
arachidicola (Angulo, 2009; Duran et al., 2011).

Resulta muy interesante que el aislado de A. arachidicola Thz3g, que fue el aislado
no. 3 obtenido de cacahuate almacenado a granel durante 11 meses, es capaz de
producir aflatoxina B1 y Gi. Este resultado concordé con lo observado por Pildain et
al. (2008) quienes reportaron que A. arachidicola es productor de aflatoxinas Bi, B2,
Gi1 y G2. En contraste, los aislados de A. flavus fueron incapaces de producir

aflatoxinas in vitro, en los medios tradicionales de cultivo utilizados.

El bajo nivel de contaminacion de aflatoxinas en los granos de cacahuate criollo de
Tehuitzingo almacenados en sacos y a granel durante 5 y 11 meses,
respectivamente, puede explicarse debido a que se demostrdo que A. flavus no

produce aflatoxinas.
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En el ensayo de invernadero del presente trabajo, en donde se evalud la fertilizacion
quimica vs. la fertilizacion biologica en el cultivo de cacahuate, se pudo determinar
que la fertilizacion quimica no tuvo efecto sobre las poblaciones fungicas. Estos
resultados contrastan con los descritos por Yu et al. (2015), quienes reportaron que
la aplicacion de fertilizante nitrogenado aumenta las poblaciones fungicas. Sin
embargo, otros autores han observado que la aplicacion de N en el cultivo de

cebada no altera la biomasa microbiana del suelo (Lupwayi et al., 2012).

En el presente estudio, los hongos de la seccion A. flavi fueron mayores en el suelo
inoculado con Rhizobium (tratamiento C) y en el suelo inoculado con Rhizobium +
HMA + A. parasiticus (tratamiento G) en condiciones de invernadero. Los
tratamientos influyeron sobre el tipo de especie de hongos de la seccién A. flavi, ya
gue en todos los tratamientos se aislaron A. flavus o A. arachidicola. Es probable
gue las variaciones en los tratamientos afectan las proporciones de los diferentes
grupos, sugiriendo que los cambios en la poblacion estan dados por la interrelacion
entre ellos y la planta. Ademas, la proporcion de hongos puede también estar
relacionada con la edad de la planta. Rao (1962) encontré diferencias en el nUmero
y especies de las poblaciones fungicas de la rizosfera de ocho variedades de

cacahuate de diferentes edades.

En el presente trabajo se observo una relacion inversa entre la abundancia de los
géneros Mucor, Rhizopus y hongos de la seccién A. nigri y la baja poblacion de
hongos de la seccion A. flavi. Estos resultados concordaron con lo reportado por
Riascos et al. (2011), quienes indicaron que las poblaciones de Rhizopus pueden
tener actividad antagdnica o saproéfita a nivel de rizésfera. Con respecto a la
presencia de A. niger en suelo, se ha reportado que este hongo compite con A.
flavus en condiciones de humedad relativa alta de 92 a 99% y temperaturas entre
30y 40°C (Diener & Davis, 1977). Curiosamente, estas temperaturas fueron las que
prevalecieron durante el ensayo bajo condiciones de invernadero y pudieron haber

influido en los resultados obtenidos.

Los granos producidos en plantas cultivadas en suelo inoculado con A. parasiticus

y fertilizado quimicamente con N (tratamiento E) presentaron contaminacion con
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AFB1. Esto indica que la fertilizacion quimica favorecidé la contaminacion de
cacahuate por aflatoxinas. Este resultado contrasté con lo reportado por Tubajika et
al. (1999) quienes cuantificaron una menor contaminacion por aflatoxinas en maiz
fertilizado quimicamente a un nivel de 11.2 kg ha' de N, usando una solucién de
urea/ nitrato de amonio, al compararlo con el maiz sin fertilizacion N. Pero
coincidieron con lo reportado por Arunyanark et al. (2012), quienes observaron que
al mantener la fijacion biologica de nitrégeno con la inoculacion de Bradyrhizobium

se reduce la contaminacion por aflatoxinas en cacahuate.

Los resultados obtenidos en el presente trabajo sugieren que la fuente de nitrdgeno
via microbiolégica, es decir mediante la inoculacion con Rhizobium, puede ser una
estrategia para evitar la contaminacion por aflatoxinas en cacahuate, considerando
que la fertilizaciébn quimica en presencia de hongos aflatoxigénicos favorecio la

contaminacion con AFB1.
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VIIl. CONCLUSIONES

El suelo del cultivo de cacahuate criollo de Tehuitzingo, Puebla presenta bajo status
nutrimental de nitrégeno y fésforo, lo cual muy posiblemente repercute en el

rendimiento del cultivo, pero favorece el establecimiento de Rhizobium.

Las condiciones ambientales en campo no favorecieron el crecimiento de A. flavus
y A. parasiticus, por lo cual no se aislaron estos hongos del suelo de cultivo de

cacahuate criollo.

Los hongos de la seccién A. flavi se aislaron de granos almacenados durante 5, 11

y 14 meses. También se aisld A. arachidicola y se confirmd su capacidad toxigénica.

El nivel de contaminacion con AFB:1 fue muy bajo, y no rebasé el limite maximo
permisible establecido por la NOM-247-SSA1-2008.

La fertilizacién quimica del suelo favorecié la contaminacion con aflatoxinas de los

granos de cacahuate.

Debido a que las condiciones ambientales en campo de Tehuitzingo, Puebla no son
favorables para el desarrollo de A. flavus y A. parasiticus, la contaminacion por
hongos aflatoxigénicos en granos de cacahuate criollo se da en condiciones de
almacenamiento, siendo mas susceptibles a granel. Sin embargo, el nivel de
contaminacion por AFB1 no rebasa el limite maximo permisible establecido por la
NOM-247-SSA1-2008. Lo cual sugiere que la fertilizacidén biolégica en suelos con
bajo status nutrimental protege al cultivo de cacahuate de la contaminacién por
aflatoxinas mientras que la fertilizacién quimica favorece esta contaminacion como

se observé en condiciones de invernadero.
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IX. PERSPECTIVAS

En el presente estudio se observdo que el suelo de Tehuitzingo, Puebla no
representa una fuente de A. flavus ni A. parasiticus debido a que las condiciones
ambientales no son favorables para el crecimiento de estos hongos. El cacahuate
criollo de Tehuitzingo es mas susceptible a la contaminaciéon por hongos
aflatoxigénicos en condiciones de almacenamiento. Sin embargo, el nivel de
aflatoxinas presente en los granos fue muy bajo comparado con aquellos
cacahuates que son producidos empleando fertilizacion quimica. Ademas, la
fertilizacion bioldgica con Rhizobium mejoré el rendimiento de granos de cacahuate
criollo, lo cual es de gran importancia para la alimentacion y economia de la regién

productora.

Con base en lo aprendido se plantean las siguientes perspectivas para el presente

trabajo:

Analizar la composiciéon de los granos de cacahuate criollo e hibrido para identificar

diferencias en la susceptibilidad al ataque por A. flavus y A. parasiticus.

Evaluar diferentes dosis y fuentes de fertilizacién quimica (N, P, K) para determinar
su impacto en el rendimiento del cultivo y en la contaminacién por aflatoxinas en

grano de cacahuate criollo.

Identificar aislados bacterianos y fungicos (rizosféricos y de grano) del cultivo de

cacahuate criollo con capacidad antagdnica de A. arachidicola aflatoxigénico.
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XI. APENDICE

1) Curva de calibracién de acido indolacético en medio ELMA
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2) Descripcion macro y microscoépica de los aislados fungicos pertenecientes al grupo A. flavus obtenidos de granos de

cacahuate criollo de Tehuitzingo

Condiciones del

Posibles especies

Descripcién

rano No. aislado de Aspergillus
9 perg Macroscopica Microscopica
- . . . Conidioforo no equinulado, cabeza conidial
Recién . Colonia verde amarillenta granulosa sin ) o
1 Aspergillus oryzae . . subclavata, esterigmata uniseriado, con
cosechado presencia de esclerocios. ) .
esporas redondas, lisas y cafés.
. . Conidioforo no equinulado, cabeza conidial
- Colonia verde seco granuloso con presencia .
2 A. arachidicola . con forma subclavata y esporas cafés,
Almacenado en de esclerocios. .
redondas y lisas.
sacos durante 5 . . o .
meses Colonia verde seco granuloso menos intenso Sus caracteristicas no correspondian a las que
3 Aspergillus sp. gue el aislado anterior y con presencia de presentan las especies de Aspergillus
esclerocios. reportadas.
. Colonia verde olivo granulosa sin presencia Cabeza conidial redonda y esporas cafés
4 Aspergillus sp. .
de esclerocios. ornamentadas.
Colonia verde amarillenta granulosa que Cabeza conidial era subglobosa con
5 A. flavus presentaba esclerocios y reverso amarillo en esterigmata uniseriado y esporas no
el medio. ornamentadas.
. . Conidiéforo  ornamentado, con  septos
Almacenado a - Colonia verde seco granulosa con anillos .
6 A. arachidicola L _ . cercanos a la cabeza conidial subclavata y
granel durante conceéntricos sin esclerocios. .
esporas cafés ornamentadas.
11 meses . .y .
Colonia verde limén granulosa dispersa, - .
. . . . Cabeza conidial muy elongada, conidioforo
7 Aspergillus sp. reverso del medio amarillo y con presencia . .
. equinulado y esporas lisas.
de esclerocios-
. . Cabeza conidial bifurcada muy corta, cercana
. Colonia verde amarillenta granulosa con . ) o
8 Aspergillus sp. . . al micelio, con esterigmata uniseriado y
presencia de esclerocios. . X
esporas redondas, lisas y cafés.
. . Conidioforo equinulado, cabeza conidial
- Colonia verde seco granulosa con presencia . L
9 A. arachidicola . subclavata, esterigmata uniseriado y esporas
Almacenado en de esclerocios. . .
redondas, cafés y equinuladas.
sacos durante . . . . L
14 meses Colonia verde amarillenta granulosa con Conidiéforo equinulado, micelio septado,
10 A. arachidicola presencia de esclerocios y reverso del medio esterigmata biseriado y esporas cafés,

amarillo.

redondas v lisas.
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Cascara de
cacahuate
almacenado en
sacos durante
14 meses

11

12

13

14

15

A. arachidicola

A. flavus

A. flavus

A. flavus

A. arachidicola

Colonia verde militar granulosa con
presencia de esclerocios y reverso amarillo
en el medio.

Colonia verde olivo granulosa sin presencia
de esclerocios.

Colonia verde amarillenta granulosa con
reverso del medio amarillo claro.

Colonia verde amarillenta granulosa con
reverso del medio amarillo-naranja y sin
presencia de esclerocios.

Colonia verde amarillenta granulosa con
reverso del medio amarillo y sin presencia de
esclerocios.

Micelio septado, conidiéforo equinulado,
esterigmata uniseriado y esporas cafés,
redondas v lisas.

Conidiéforo equinulado y septado, cabeza
conidial con esterigmata biseriado y esporas
cafés ornamentadas.

Conidiéforo equinulado y septado con
esterigmata uniseriado y esporas cafés,
redondas v lisas.

Conidiéforo equinulado con esterigmata
biseriado y esporas cafés, redondas y lisas.

Conidiéforo equinulado, cabeza conidial
subclavata y esterigmata uniseriado ademas
de esporas redondas, lisas y cafés

1) Aspergillus oryzae aislado de granos de cacahuate criollo recién cosechado.
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2) Aspergillus arachidicola y 3) Aspergillus sp. aislados de granos de cacahuate criollo almacenado durante 5
meses en sacos.

o=

4) Aspergillus sp., 5) A. flavus y 6) A. arachidicola aislados de granos de cacahuate criollo almacenado durante 11
meses a granel.

7



9), 10) y 11) A. arachidicola aislados de granos de cacahuate criollo almacenado 14 meses en sacos.
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12), 13) y 14) A. flavus aislados de granos de cacahuate criollo almacenado durante 14 meées en sacos.

PR Vsl G

15) Aspergillus arachidicola aislado de cascara de cacahuate criollo almacenado du

rante 14 meses en sacos.
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Concentracion
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4) Microbiota fungica con caracteristicas pertenecientes a la seccion A. flavi en suelo de cultivo 45 d después de
la siembra de cacahuate criollo bajo condiciones de invernadero

. . Descripcién
. . Posibles especies
Tratamiento No. aislado :
de Aspergillus - . -
Macroscopica Microscopica
] ) _ Conidioforo equinulado, cabeza conidial
o Colonia verde amarillenta granulosa sin ) o
1-INV A. arachidicola ) . subglobosa con esterigmata uniseriado y con
presencia de esclerocios. i i
esporas cafés, redondas y lisas.
Suelo en ) ~ Conidioforo equinulado, cabeza conidial
o o Colonia verde seco granuloso con presencia ) o
condiciones 2-INV A. arachidicola . subclavata con esterigmata uniseriado y con
de esclerocios. i i
naturales esporas cafés, redondas y lisas.
) ) ~ Conidioforo equinulado, cabeza conidial
o Colonia verde seco granulosa sin presencia ) o
3-INV A. arachidicola _ subclavata con esterigmata uniseriado y con
de esclerocios. i i
esporas cafés, redondas y lisas.
) ) ~ Las caracteristicas de la cabeza conidial no
Suelo + A. ) Colonia verde granulosa dispersa sin
o 4-INV Aspergillus sp. ] correspondian a las reportadas para las
parasiticus esclerocios. } _ ) )
especies conocidas del género Aspergillus.
o Colonia verde granulosa sin presencia de Conidiéforo equinulado, cabeza conidial
5-INV A. arachidicola ] ]
Suelo + esclerocios. subclavata y esporas cafés, redondas y lisas.
+
Rhizobium +A. ) ) ) ~ Conidioforo equinulado y septado cerca de la
parasiticus . Colonia verde olivo granulosa sin presencia o _ .
6-INV A. arachidicola cabeza conidial, esterigmata uniseriado con

de esclerocios y reverso del medio amarillo.

esporas redondas cafés ornamentadas.
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4-INV) Aspergillus sp. aislado de suelo + A. parasiticus.
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5-INV) y 6-INV) A. arachidicola aislados de suelo + Rhizobium + A. parasiticus.
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5) Microbiota fungica con caracteristicas pertenecientes a la seccion A. flavi en suelo de cultivo 90 d después de
la siembra de cacahuate criollo bajo condiciones de invernadero

. . Descripcién
] ) Posibles especies
Tratamiento No. aislado .
de Aspergillus - . -
Macroscopica Microscopica
Colonia verde granulosa con anillos Conidiéforo equinulado, cabeza conidial
7-INV Aspergillus sp. concéntricos y reverso del medio de color subclavata y esporas dispuestas en forma de
Suelo en amarillo. cadena.
condiciones
naturales Colonia verde amarillenta granulosa con Micelio septado, conidiéforo equinulado,
8-INV A. arachidicola presencia de esclerocios y reverso del medio cabeza conidial subclavata, con esterigmata
amarillo. uniseriado y esporas cafés, redondas y lisas.
Suelo + ] ~ Conidioéforo equinulado con esterigmata
L Colonia verde seco granulosa, con ausencia o i
Fertilizacion 9-INV A. flavus . ] ] uniseriado y las esporas eran redondas, cafés
o de esclerocios y reverso del medio amarillo.
Quimica (FQ) y ornamentadas.

Suelo + o Colonia verde seco granulosa, con Conidi6foro septado y no equinulado, cabeza
o 10-INV A. arachidicola ) _ ) ) _
Rhizobium esclerocios y reverso del medio amarillo. subglobosa y esporas cafés, redondas y lisas.

Colonia verde seco amarillenta granulosa, Conidiéforo equinulado, cabeza conidial
11-INV A. arachidicola presentaba esclerocios y reverso del medio subclavata con esterigmata uniseriado vy
Suelo +A. amarillo. esporas cafés, redondas y lisas.
parasiticus +
FQ ) ) _ Conidi6éforo equinulado, cabeza conidial
Colonia amarillo verde granulosa, sin ) o
12-INV A. flavus subglobosa con esterigmata uniseriado y

esclerocios y reverso del medio incoloro.

esporas cafés, ovaladas y ornamentadas.
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Suelo + 13-INV
Rhizobium + A.

parasiticus

14-INV

Suelo +
Rhizobium + A.
parasiticus +
HMA

15-INV

A. arachidicola

A. arachidicola

Aspergillus sp.

Colonia verde seco granulosa con

esclerocios y reverso del medio amarillo.

Colonia verde amarillenta granulosa con

esclerocios y reverso del medio amarillo.

Colonia verde seco amarillenta granulosa

con esclerocios y reverso del medio amarillo.

Conidiéforo no ornamentado con cabeza
conidial subclavata, esterigmata uniseriado y

esporas cafés, redondas y ornamentadas.

Conidiéforo  equinulado, cabeza conidial
subclavata con esterigmata uniseriado y

esporas cafés, redondas y lisas.

Micelio septado, conidiéforo ornamentado,
esterigmata uniseriado y esporas cafés,

redondas y equinuladas.

7-INV) Aspergillus sp. y 8-INV) A. arachidicola aislados de suelo en condiciones naturales.
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10-INV) Aspergillus arachidicola aislado de suelo + Rhizobium, 11- V) A. arachldlcola y 12-INV) A.

flavus aislados de suelo + Fertilizacién quimica + A. parasiticus.
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13-INV) A. arachidicola aislado de suelo + Rhizobium + A. parasiticus, 14-INV) A. arachidicola y 15-

INV) Aspergillus sp. aislados de suelo + Rhizobium + HMA + A. parasiticus.
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