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RESUMEN

El cacao es un producto agricola cuya calidad final es resultado de mdltiples factores,
entre los que se destacan las condiciones de postcosecha. En general, los granos del cacao
son susceptibles a la contaminacién por hongos durante el procesamiento postcosecha.
Ademaés de causar alteracion en las propiedades sensoriales, los hongos filamentosos en
el cacao pueden producir micotoxinas. Las micotoxinas son compuestos toxicos del
metabolismo secundario de algunos hongos. Tanto la aflatoxina como la ocratoxina A se
han reportado en el cacao. La invasion de hongos toxigénicos puede presentar una barrera
comercial para la exportacion de cacao o un riesgo para el mercado interno, que muchas
veces absorbe la oferta de productos de menor calidad. Las exportaciones del Per( han
aumentado hace algunas décadas y, sin embargo, todavia son escasas las investigaciones
relacionadas a los hongos toxigénicos en los granos de cacao. La propuesta de este trabajo
fue hacer un sondeo de la presencia de hongos toxigénicos en los granos de cacao
producidos en la region Amazonas, como linea base para futuras investigaciones. Para
eso, muestras de 5 etapas del procesamiento del cacao fueron recolectadas. Los granos
fueron desinfectados superficialmente con solucion de hipoclorito de sodio a 0.4% y
sembrados en medio Dicloran Glicerol 18%. La habilidad de los aislados para producir
aflatoxinas u ocratoxinas fue determinada utilizando la técnica del medio Agar Coco.
Ocho hongos aislados, de un total de 20, presentaron potencial toxigénico. Estos
resultados de ninguna manera significan que los granos estaban contaminados con
micotoxinas, sino que revelan un riesgo potencial para tal. Este trabajo refuerza la
importancia de las Buenas Practicas Agricolas, asi como de las Buenas Practicas de
Manufactura, que buscan disminuir la presencia de microorganismos y sus efectos

indeseables.

Palabras clave: Aspergillus, postcosecha, clave dicotomica.
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ABSTRACT

Cocoa is an agricultural product whose final quality is the result of multiple factors,
among which the post-harvest conditions stand out. In general, cocoa beans are
susceptible to fungal contamination during post-harvest processing. In addition to causing
alteration in sensory properties, filamentous fungi in cocoa can produce mycotoxins.
Mycotoxins are toxic compounds of the secondary metabolism of some fungi. Both
aflatoxin and ochratoxin A have been reported in cocoa. The invasion of toxigenic fungi
can present a commercial barrier for the exportation of cocoa or a risk for the domestic
market, which often absorbs the supply of lower quality products. Exports from Peru have
increased for some decades, and yet there is still little research related to toxigenic fungi
in cocoa beans. The proposal of this work was to conduct a survey of the presence of
toxigenic fungi in cocoa beans produced in the Amazon region, as a baseline for future
research. For that, samples of 5 stages of cocoa processing were collected. The grains
were superficially disinfected with 0.4% sodium hypochlorite solution and directly plated
on Dichloran 18% Glycerol agar. The ability of the isolates to produce aflatoxins or
ochratoxins was determined using the Agar Coco Medium technique. Eight isolated
fungi, out of a total of 20, presented toxigenic potential. These results in no way mean
that the grains were contaminated with mycotoxins, but rather reveal a potential risk for
such. This work reinforces the importance of Good Agricultural Practices, as well as
Good Manufacturing Practices, which seek to reduce the presence of microorganisms and
their undesirable effects.

Keywords: Aspergillus, postharvest, dichotomous key
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. INTRODUCCION

Varios alimentos, como granos almacenados, nueces y hierbas, pueden estar mohosos
debido a la exposicién a condiciones ambientales y de manipulacidn adversas en la post
cosecha, transporte, almacenamiento, por el secado inadecuado, por el dafio por insectos,
por el cambio climatico entre otros factores (Trucksess et al., 2006; Van Der Fels-Klerx
etal., 2016). La contaminacion de cultivos agricolas por hongos asociados a la produccion
de micotoxinas es un serio problema en todo el mundo (Solhaug et al., 2016) que fue

reconocido solamente en las Gltimas décadas.

El cacao es un producto agricola cuya calidad final es resultado de la contribucion de
factores climaticos, maduracion de los frutos, intensidad y la regularidad de la
fermentacion, cantidad de materiales adherentes a la cascara, que es dependiente del tipo

de fermentacion y secado adoptados (Sarbu & Csutak, 2019).

El proceso de fermentacion del cacao ocurre de forma natural, siendo que durante este
proceso innumerables especies de levaduras crecen, llevando a la produccion de etanol y
secrecion de enzimas pectinoliticas. En seguida, se eleva el nimero de bacterias acido-
lacticas y acéticas, seguidas por las formadoras de esporas (Copetti et al., 2014). Esta es
la etapa donde se puede observar el inicio del crecimiento de hongos filamentosos, estos
son afectados por altas cantidades de alcohol y acidos lactico y acético producidos por

levaduras y bacterias, respectivamente (Schwan & Wheals, 2004).

En general, los granos del cacao van a ser susceptibles a la contaminacién por hongos
durante los pasos de procesamiento, se ven afectados por parametros intrinsecos de los
granos de cacao como el pH, la actividad del agua y por los diversos acidos organicos
producidos durante la fermentacién. Ademas de causar alteracion de las propiedades
sensoriales, la presencia de hongos filamentosos en el cacao y el chocolate pueden formar
micotoxinas, que son toxinas producidas por hongos. Tanto la aflatoxina (AF) como la
ocratoxina A (OTA) se han reportado a partir del cacao y el chocolate (Copetti et al.,
2014).

Estudios encontraron que el punto critico de contaminacion fungica de los granos de
cacao Yy el comienzo de la produccion OTA es durante el proceso de secado, cuando el

grano empieza a perder agua, reduciendo los competidores por dificultar la disponibilidad
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de agua a las bacterias y a las levaduras (Copetti et al., 2010; Copetti, lamanaka, Pereira,
etal., 2011).

Quimicamente las AF y ocratoxinas son de bajo peso molecular. Las AF son producidas
por especies del género Aspergillus, como Aspergillus flavus, A. parasiticus y A. nomius.
Entre las aflatoxinas, la AFB1 presenta efectos més potentes al ser ingeridos en alimentos
contaminados por humanos y animales generan hepatitis, edema, hemorragia, defectos
del tubo neural, cancer de eséfago y carcinoma hepatico por las propiedades
hepatocarcinogénicas, teratogénicas y mutagénicas que poseen (Rasheed et al., 2019).
Las ocratoxinas también son producidas por especies de Aspergillus y Penicillium,
principalmente A. ochraceus, A. carbonarius, A. niger y P. verrucosum. La OTA es
considerada una de las mas importantes micotoxinas, responsable de causar severos
efectos en la salud tanto de humanos como de animales debido a sus diversos efectos
toxicoldgicos como las AF (Kumar et al., 2020).

Las micotoxicosis estdn asociadas con las propiedades carcinogénicas, teratogénicas,
mutagénicas e inmunosupresoras de las micotoxinas. Existe un alto riesgo que representa
la contaminacion de los alimentos por las micotoxinas, la mayoria estables a altas
temperaturas. Las principales especies directamente relacionadas con la produccion de
micotoxinas estan incluidas en cuatro géneros: Aspergillus, Penicillium, Fusarium y
Alternaria (Gil-Serna et al., 2019) y pertenecen a las clases de aflatoxinas, ocratoxinas,
patulina (PAT), y toxinas del Fusarium (Anfossi et al., 2016).

El cacao es un cultivo valorado por ser un cultivo de exportacion llegando a ser de
importancia mundial. En diferentes paises, el procesamiento postcosecha sigue siendo el
mismo: los frutos de cacao recolectados se abren para obtener los granos para
fermentarlos, secarlos y almacenarlos antes de comercializarlos o procesarlos, a menudo
en malas condiciones favoreciendo la contaminacién por hongos toxigénicos (Akinfala et
al., 2020). La invasion de hongos toxigénicos puede presentar una barrera comercial para
la exportacion de cacao o un riesgo para el mercado interno, que muchas veces absorbe
la oferta de productos de menor calidad. Dado esta situacion nos planteamos realizar una
investigacion exploratoria que nos permita reconocer el nivel de contaminacién que estos
tengan mediante una prospeccion de los hongos con potencial toxigénico en granos cacao
y para eso (1) se aislaron; (2) se identificaron los hongos presentes en los granos de cacao;

(3) se determind si los hongos aislados presentan capacidad para producir toxinas.
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1. MATERIAL Y METODOS

2.1  Lugar de estudio

El trabajo de identificacion y aislamiento fue realizado en la Clinica de Diagndstico de
Enfermedades de Plantas, que funciona en las instalaciones del Laboratorio de
Fitopatologia y Entomologia del Instituto de Investigacion para el Desarrollo Sustentable
de Ceja de Selva (INDES-CES) de la UNTRM-A.

2.2 Procedimiento

2.2.1 Obtencion de las muestras

Las muestras de cacao utilizadas para el aislamiento fueron recolectadas en el distrito de
Bagua, en la Asociacion de Productores Cacaoteros Amazonas — APROCAM. Fueron
recolectadas 500 g de muestras desde diferentes etapas del procesamiento y fueron
dispuestas en bolsas de polietileno, selladas y enviadas al laboratorio dentro de cajas de
poliestireno de 21x29x24.5 cm para ser transportadas directamente al laboratorio. Las
muestras fueron mantenidas bajo congelacion, a una temperatura aproximada de — 12 °C,

hasta su evaluacion.

Las muestras fueron de las siguientes etapas de procesamiento:

1. Granos frescos;

2. Inicio de la fermentacion;

3. Final de la fermentacion;

4. Primer dia del secado;

5. Ultimo dia de secado (11 dias después de la etapa anterior).
2.2.2 Siembra directo de las muestras

Los granos fueron descongelados por 150 min y posteriormente desinfestados
superficialmente por la inmersién en solucién de hipoclorito de sodio 0.4% durante 2
minutos, para aislar solamente los hongos que infectan y colonizan los granos. Fueron

tomados 24 granos de cacao de cada muestra y distribuidos en 2 placas de Petri (12 granos
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por placa) conteniendo agar Dicloran Glicerol 18% (DG18) con cloranfenicol, que es un
medio desarrollado para hongos xerofilicos presentes en alimentos con baja actividad de
agua. Las placas fueron incubadas a 25 °C durante 5 a 7 dias. Después del periodo de
incubacion, las placas fueron examinadas visualmente con un estereoscopio, las particulas
infectadas fueron contabilizadas y los resultados expresados en porcentaje de granos
infectados internamente (Pitt & Hocking, 2009).

n°de granos infectados

* 100

o ; ., _
% infeccion total 24 granos
2.2.3 Aislamiento e identificacion por microscopia de las especies fungicas de las

muestras

Posterior a la incubacién y el conteo de las particulas infectadas para la determinacion del
porcentaje de infeccidn, todas las especies fungicas fueron aisladas en placas conteniendo
los medios Czapek extracto de levadura (CYA), extracto de malta (MEA) y 25% glicerol
nitrato (G25N) (Figura 5: anexos). Las placas fueron incubadas en tres temperaturas
diferentes (5 °C, 25 °C y 37 °C) para posterior identificacion a través de protocolos

especificos para cada género (Pitt & Hocking, 2009).
2.2.4 Evaluacion de las caracteristicas macro y micro morfoldgicas

Los aislados fueron cultivados en medios especificos para cada tipo de hongo, inoculando
tres puntos en una sola placa (para los medios CYA, MEA y G25N), equidistantes del
centro y el borde de la placay entre si. Las caracteristicas macromorfoldgicas, tales como
la tasa de crecimiento de las colonias, textura, grado de esporulacion, produccion de
esclerocio o cleistotecia, color del micelio, pigmentos solubles, exudados, reverso de la
colonia, produccion de esclerocio, clamidosporas y cleistotecia fueron registrados.
Ademas, el didmetro de cada una de las colonias fue medido a los 7 dias. El diametro fue
el promedio de dos mediciones perpendiculares de cada colonia. Las caracteristicas micro
morfoldgicas, tales como forma de los conidios, nimero de puntos de ramificacion entre
la vesicula y la fialide, color de la estipe y dimension, forma y textura del estipe, hifas
septadas o0 no, vesiculas, métulas (si estan presentes), fialides, conidios, clamidosporas
(si presentan), cleistotecia, ascos y ascosporas fueron observadas y fotografiadas con la
ayuda de un microscopio de luz (Samson et al., 2014). Las evaluaciones de caracteristicas

macro y micro morfoldgicas fueron realizadas de las colonias incubadas a 25 °C, ya que
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las otras temperaturas sirven esencialmente para la caracterizacion y el uso de las claves
dicotémicas de Pitt & Hocking (2009)

Figura 1
Esquema de la distribucion de las siembras usadas para la identificacion de los aislados
de hongos (tomado de Pitt & Hocking, 2009)

37°C
5°C

2.2.5 Realizacion del microcultivo

La técnica del microcultivo fue realizada con cada uno de los diferentes hongos aislados.
Esta técnica consiste basicamente en la siembra del microorganismo en cada uno de los
lados de un cubo de medio de cultivo de agar agua colocado sobre una lamina portaobjeto
y con una ldmina cubreobjeto en la parte superior del cubo (Alfenas & Mafia, 2016). La
visualizacion del crecimiento del hongo fue realizada todos los dias hasta obtener una
imagen clara de la estructura de fructificacion del hongo sin ruido visual causado por las
hifas, lo que, muchas veces, es inviable mediante el montaje directo de lamina

microscopica utilizando estilete.

2.2.6 Inoculacién en el medio agar coco (CAM) para evaluar la produccion de

extrolitos

Como una forma rapida para la determinacion de produccion de extrolitos, los hongos
aislados e identificados por los protocolos especificos para cada especie que presentaron
potencial toxigénico (a través de su caracterizacion y en base a la literatura) fueron

inoculados en el centro de la placa con medio agar coco (CAM) e incubados a 30 °C por
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5 dias, conforme descrito por Kuntawee & Akarapisan (2015) y Lin & Dianese (1976).
Después de este periodo, las placas fueron observadas bajo luz ultravioleta de 366 nm.
Los aislados que presentaron un color azul fluorescente en el reverso de la colonia fueron
considerados productores de aflatoxinas u ocratoxinas.
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1. RESULTADOS
3.1  Porcentaje hongos aislados en granos de cacao

Fueron obtenidos 20 aislados de los granos evaluados en las 5 etapas. El porcentaje de
particulas infectadas fue calculado para estimar el nivel de contaminacion por hongos
(tabla 1). La muestra de la etapa 2 (inicio de la fermentacion — 48 horas) presenta mayor
porcentaje de infeccion, de 29.17%, seguida de la etapa 5 (Ultimo dia de secado) con
20.83%. En la etapa 3 (fermentacion - salida al proceso de secado) no se encontraron

colonias fangicas.

Tabla 1
Porcentaje de granos infectados en 5 etapas del procesamiento de cacao
Granos
Granos Granos )
Etapa contaminados

evaluados  contaminados )
en porcentaje

1. Granos frescos

24 1 4.17
2. Inicio de la fermentacion 24 7 29.17
3. Final de la fermentacion 24 0 0

4. Primer dia del secado o4 3 12.50
5. Ultimo dia de secado 24 5 20.83

3.2 Ocurrencia de los aislados de granos de cacao evaluados por etapa

La tabla 2 evidencia la cantidad de colonias que crecieron por cada etapa evaluada. En la
etapa 2 se encontrd el mayor porcentaje de ocurrencia (50%), seguida por la etapa 5
(25%).
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Tabla 2
Porcentaje de aislados obtenidos de 5 etapas del procesamiento de cacao

Numero de Porcentaje de
Etapa ) ]
colonias ocurrencia
1. Granos frescos 1 5
2. Inicio de la fermentacién 10 50
3. Final de la fermentacion 0 0
4. Primer dia del secado 4 20
5. Ultimo dia de secado 5 25
3.3 Codificacion de los aislados

La codificacion utilizada para los aislados encontrados fue: R de recoleccion seguida de
la letra A para la primera etapa, RB para la segunda, RC para la tercera, RD para la cuarta
y RE para la ultima etapa, seguida por los nimeros 1 o 2, referentes a la placa de la cual
se aisld el microorganismo. Esta codificacion inicial fue seguida por la letra C de cepa,

indicando los aislados encontrados y, finalmente, A o B cuando crecia mas de una cepa

en un mismo grano.
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Tabla 3
Distribucién de cédigos para cada aislado obtenido

Etapa Cadigo

1. Granos frescos RA2C1

RB1C1, RB1C2, RB2C1A, RB2C1B,
2. Inicio de la fermentacion RB2C2, RB2C4, RB2C5, RB2C6,
RB2C7A, RB2C7B

3. Final de la fermentacion
4. Primer dia del secado RD1C1, RD1C1B, RD1C2, RD2C1

RE1C1, RE1C2, RE2C1A, RE2C1B,
RE2C3

5. Ultimo dia de secado

Nota. Los codigos en negrita fueron los aislados fungicos que presentaron potencial

toxigeénico.

3.4  Crecimiento de aislados en medio MEA Yy CYA

Los 20 aislados encontrados fueron caracterizados. De estos en la figura 2 se resaltan las
imagenes macroscopicas en medios CYA y MEA. En la figura 3 estan las micrografias
de los hongos potencialmente toxigénicos representando el 40%. La descripcion de la
caracterizacion de los aislados se encuentran en la tabla 5 (anexos) y las imégenes de las
colonias en los medios CYA y MEA de los 12 aislados no toxigénicos se encuentran en
la figura 7, representando el 60% de todos los microorganismos encontrados en el

presente trabajo.
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Figura 2
Colonias de aislados micotoxigénico obtenidos de granos de cacao después de 7 dias de
incubacion a 25 °C. De izquierda a derecha: anverso en medio CYA, reverso en medio

CYA, anverso en medio MEA, reverso en medio MEA

RA2C1

RB1C2

RB2C1A

RB2C1B

RB2C4

RB2C5

RB2C6

RB2C7B
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Figura 3

Micrografias de microcultivo de aislados micotoxigénicos obtenidos de granos de cacao.
De izquierda a derecha: conidi6foro sin colorante, conidiéforo con colorante y conidios
(aumento: 40x)

RA2C1

RB1C2

RB2C1A

RB2C1B

RB2C4

RB2C5

RB2C6

RB2C7B
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3.5  Clave dicotomica para identificacion de cepas

Para identificar el género de los aislados se utilizé la clave dicotdmica de Pitt & Hocking
(2009, p. 55) comparandose las caracteristicas encontradas en las evaluaciones con las
caracteristicas establecidas en la clave general para los hongos que deterioran los
alimentos. En la figura 4 se aprecia el esquema de identificacién de los aislados
toxigénicos con las claves dicotomicas, hasta llegar al género. En la figura 6 (anexos) se

encuentra el esquema para los aislados no toxigénicos.
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Figura 4

Esquema de identificacion de aislados a nivel de genero utilizando la clave dicotomica general de Pitt & Hocking (2009)
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3.6 Deteccion de hongos con capacidad potencial para producir toxinas con el
medio CAM

Las 20 colonias fueron inoculadas en medio CAM.

Tabla 4
Deteccién de la capacidad de produccion de toxinas en medio CAM por aislados

obtenidos de granos de cacao en 5 etapas de postcosecha

o Fluorescencia en CAM
Etapa Codigo N _
(+: positivo, -: negativo)

1. Granos frescos RA2C1 +
RB1C1 -
RB1C2 +
RB2C1A +
RB2C1B +
RB2C2 -
RB2C4 +
RB2C5 +
RB2C6 +
RB2C7A -
RB2C7B +

2. Inicio de la fermentacion

3. Final de la fermentacion

RD1C1A -
RD1C1B -
RD1C2 -
RD2C1 -
RE1C1 -
RE1C2 -
5. Ultimo dia de secado RE2C1 -
RE2C1B -
RE2C3 -

4, Primer dia del secado
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Un aislado de la etapa 1y siete aislados de la etapa 2 presentaron una aureola fluorescente
alrededor de la colonia indicando el potencial para producir aflatoxinas u ocratoxinas.

Los aislados encontrados en la etapa 4 y 5 dieron resultado negativo.
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IV. DISCUSION

La presente investigacion busco realizar una prospeccion de los hongos potencialmente
toxigénicos que determinan en gran medida la presencia de micotoxinas en cacao. Esto
se realizd en cinco etapas del procesamiento de los granos para identificar momentos de
mayor riesgo de contaminacién. Ademas, se determiné el potencial de los aislados
obtenidos para producir especificamente aflatoxinas (Lin & Dianese, 1976) u ocratoxinas

(Pitt & Hocking, 2009), mediante la aplicacion de un método sencillo y rapido.

La deteccidn de los hongos toxigénicos puede ayudar a proponer medidas correctivas para
prevenir su aparicion, su desarrollo o las condiciones propicias para la produccién de la
micotoxina. Esto seria mas recomendable que tomar acciones posteriores para eliminar la
micotoxina directamente del grano o diluirla, mezclando con granos no contaminados. Es
importante notar que el procesamiento de alimentos contaminados con tiempos y
temperaturas elevadas, muchas veces, pueden no ser suficientes para degradar las toxinas
e incluso pueden generar otros compuestos igual o mas toxicos que las micotoxinas
(Martins et al., 2017).

La determinacion y cuantificacion de micotoxinas en matrices alimentarias, como el
grano de cacao, son mas complejas, costosas y laboriosas que el método utilizando el
medio CAM, habiendo necesidad de la utilizacion de solventes organicos, inversion de

mas tiempo y equipos sofisticados (Lin & Dianese, 1976).

El abordaje que se decidio seguir en la presente investigacion, sin embargo, no es simple
o libre de dificultades. La identificacién de microorganismos por observacion de sus
caracteristicas biologicas, y el uso de claves dicotomicas ha sido, y todavia es, un desafio
muchas veces relegado a especialistas y profesionales con experiencia. Actualmente,
existe la ventaja de poder corroborar las identificaciones con secuenciaciones genéticas
pero las informaciones fenotipicas de los microorganismos no pierden relevancia. En
realidad, todos los abordajes se complementan (Samson et al., 2014). Por otro lado, con
respecto a su utilidad practica, el presente trabajo de ninguna manera busca directamente
una solucion al problema de las toxinas en granos de cacao, sino que podrd ser un

componente importante dentro de un manejo integrado en la postcosecha.
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La capacidad para producir micotoxinas esta definida por las condiciones ambientales,
como el pH, la temperatura, la actividad de agua, asi como por factores genéticos del
microorganismo (Pitt et al., 2013). Es importante tener en cuenta ello porque si un hongo
produce toxinas en el medio CAM no significa que necesariamente lo hara en los granos.
Por otro lado, la no deteccion de microorganismos micotoxigénico en granos de cacao no
descarta la presencia de micotoxinas porque esta puede haber sido producida cuando el
microorganismo estaba presente, y permanecer aun cuando el microorganismo se haya

eliminado.

Segln Copetti et al. (2012), las practicas de fermentacion influyen sobre la produccion
de ocratoxina A en cacao. El efecto de acidos organicos débiles generados durante la
fermentacion como los acidos acético, lactico y citrico y la disminucion de los valores de
pH, reducen el crecimiento de hongos, asi como la produccién de ocratoxina A. En el
presente trabajo no fueron encontrados hongos parasitos internos al final de la etapa de
fermentacion de los granos, corroborando que el proceso de fermentacion ayudd a
eliminar parte de los microorganismos presentes, incluso los toxigénicos. En otra
investigacion, Copetti, lamanaka, Frisvad, et al. (2011) estudiaron la micobiota del cacao
en grano desde la finca hasta el chocolate encontrando mayor cantidad, diversidad de
hongos y mayor porcentaje de hongos toxigénicos en las muestras recolectadas durante
el secado y almacenamiento, a diferencia del presente trabajo que se encontré hongos
toxigénicos en las etapas anteriores a la completa fermentacion, siendo el mayor
porcentaje de granos contaminados al inicio de la fermentacion (etapa 2). Eso puede
deberse a la utilizacion de mazorcas defectuosas y el procesamiento postcosecha en

condiciones mas expuestas a contaminacion.

Con relacién a los microorganismos toxigénicos encontrados en las etapas 1y 2, por el
color de las colonias y estructuras, asimismo por informaciones encontradas en la
literatura, es probable que sean Aspergillus de la seccion Circumdati (Wang et al., 2016).
Este género es complejo siendo dividido en varias secciones para agrupar a los
microorganismos con caracteristicas semejantes. Esta seccion también puede ser llamada
de grupo del Aspergillus ochraceus y, dentro de ella, varias especies son consideradas
productoras de ocratoxina A (Visagie et al., 2014), justificando la fluorescencia en el
medio CAM.
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La mayor parte de la produccion de cacao del Peru es destinada a la exportacion a paises
europeos. Los granos que son considerados inadecuados a la exportacion son destinados
al mercado interno, ofreciendo riesgo a la poblacion y productos de baja calidad. El
consumo interno de cacao es considerado bajo, aproximadamente de 0.2 kg/persona, pero
las micotoxinas pueden bioacumularse en el organismo (Turner et al., 2015), presentando
igualmente un riesgo que puede ser minimizado o controlado aplicando las Buenas
Préacticas Agricolas y/o de Manufactura. Conocer especificamente a los microorganismos,
las vias metabdlicas para la produccion de las micotoxinas y los mecanismos que regulan
su produccidn, son factores importantes para la prevencion de estos riesgos (Wang et al.,
2016).
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V. CONCLUSIONES

En la presente prospeccion fueron encontrados 20 aislados fungicos. La mayor incidencia
fue encontrada en las etapas del inicio de fermentacion y el ultimo dia de secado, 29.17%

y 20.83%, respectivamente.

Ocho aislados (40% del total) obtenidos antes de finalizar la fermentacion completa de

los granos fueron identificados como potencialmente toxigénicos.

Los aislados con potencial para producir aflatoxinas u ocratoxinas aparentemente
pertenecen a la seccion Circumdati, del género Aspergillus, de acuerdo con su color y

morfologia.

Existe un potencial riesgo de contaminacion por aflatoxinas u ocratoxinas en los granos

de cacao evaluados.
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VI.

RECOMENDACIONES

Seria recomendable que las organizaciones que procesan el cacao realicen
diagnostico de rutina de la micobiota como parte de su plan de manejo de la
postcosecha.

Después de verificar el potencial para la produccion de micotoxinas y el riesgo de
su presencia en el cacao, se recomienda realizar la identificacion por
secuenciacion genética para asegurar la especie de hongo identificado y proponer
medidas de control adecuadas a la especie.

Aplicacion inmediata de medidas preventivas en los procesos de beneficio de
cacao para controlar la infeccion de estos hongos, evitando alguna barrera

comercial por la presencia de micotoxinas y futuras pérdidas econdémicas.
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ANEXOS

Figura 5
Registro de imagenes durante la fase experimental. A: Cajas de fermentacion de cacao;

B: Muestras recolectadas; C: Desinfeccion; D: Siembra directa en medio DG18; E:

crecimiento de colonias y; F: Evaluacion de reverso de placa
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Tabla 5

Caracteristicas observadas en los aislados encontrados en las cinco etapas de procesamiento de los granos de cacao

Diametros (mm)

Etapa Cadigo de las colonias a Caracteristicas macroscopicas Caracteristicas microscopicas
25°C, a los 7 dias
MEA: Colonias ligeramente elevadas en el centro, margenes
bajos, planos, micelio blanco; textura  suave; con
esporulacion, conidios en masa amarillos. Al inverso, centro
CYA:17.41 marron claro y se desvanece en amarillo claro. CYA: o L
1. Granos _ ] ) ) En objetivo 40x, conidioforo de
RA2C1 MEA: 19.15 Colonias con margenes color blanco y bajos, planos, amarillo o
frescos . ) 9.99 umy conidio de 2.32 pum.
G25N:18.62 pastel en el centro; textura suave; con esporulacion notoria,
conidios en masa turquesa grisacea; exudados ausentes. Al
inverso, de amarillo a marrén que se desvanece en amarillo
claro.
MEA: Colonias surcadas del intermedio hacia los margenes,
planos, micelio blanco textura suave, con esporulacion,
o CYA: 21.28 o ) o ) _
2. Inicio de la conidios blancos, exudados ausentes. Al inverso, centro  En objetivo 40x, cleistotecia de
. RB1C1 MEA: 33.52 _ _ _ o
fermentacion GoEN: 21,82 naranja amarillento que se desvanece en blanco, colonias  41.11 um, conidio de 11.57 pm.

ligeramente elevadas en el centro; margenes bajos, micelio

blanco; textura aterciopelada. CYA: colonias de color blanco
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Diametros (mm)
Etapa Cadigo de las colonias a Caracteristicas macroscopicas Caracteristicas microscopicas
25°C, alos 7 dias

y bajos, planos, textura suave (algodonosa); con poca

esporulacion, exudados ausentes. Al inverso, blanco.

MEA: Colonias planas, micelio blanco; textura suave; con
esporulacién, conidios en masa verde opaco. Al inverso,

centro marron claro y se desvanece en amarillo claro. CYA:

CYA: 19.39
Colonias con margenes color blanco y bajos, planos, amarillo  En objetivo 40x, conidiéforo de
RB1C2 MEA: 18.15 » ) o
pastel en el centro; textura suave; con esporulacion notoria, 5.68 um, conidio de 2.0 um.
G25N: 19.02 o o
conidios en masa turquesa grisacea; exudados ausentes. Al
inverso, de amarillo a marrén grisaceo que se desvanece en
amarillo claro.
MEA: Colonias planas, micelio blanco; textura suave; con
esporulacién, conidios en masa marron grisaceo, bordes
CYA: 18.70 _ _ o o
surcados. Al inverso, centro amarillo y se desvanece en  En objetivo 40x, conidiéforo de
RB2C1A MEA: 21.93 _ _ ) o
G2EN: 20.13 amarillo claro. CYA: Colonias con margenes color blanco y 6.57 pm, conidio de 2.03 um.

bajos, planos, con amarillo pastel y ligera elevacién en el

centro, textura suave; con esporulacion notoria, conidios en
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Diametros (mm)
Etapa Cadigo de las colonias a Caracteristicas macroscopicas Caracteristicas microscopicas
25°C, alos 7 dias

masa amarillos; exudados ausentes. Al inverso, se desvanece

de amarillo a amarillo claro.

MEA: Colonias planos, micelio blanco; textura suave; con
esporulacién, conidios en masa grisaceo. Al inverso, centro

amarillo grisdceo a amarillo y se desvanece en amarillo.

CYA: 18.25
CYA: Colonias de diametro con margenes color blanco y  En objetivo 40x, conidiéforo de
RB2C1B MEA: 20.10 ) ) o
bajos, planos, amarillo pastel en el centro; textura suave; con 17.7um, conidio de 5.00 um.
G25N: 19.65 . ) o ) .
esporulacion notoria, conidios en masa marron grisaceo;
exudados ausentes. Al inverso, de amarillo a marrén que se
desvanece en amarillo claro.
MEA: Colonias surcadas del intermedio hacia los margenes,
planos, micelio blanco textura suave, con esporulacion,
CYA: 18.25 o _ o o
conidios blancos, exudados ausentes. Al inverso, centro rosa  En objetivo 40x, conidioforo de
RB2C2 MEA: 20.10 . o o
palido que se desvanece en blanco, colonias ligeramente  33.71 um, conidio de 7.13 pm.
G25N: 15.39

elevadas en el centro; margenes bajos, micelio

blanco; textura aterciopelada. CYA, colonias de color blanco
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Diametros (mm)
Etapa Cadigo de las colonias a
25°C, a los 7 dias

Caracteristicas macroscopicas

Caracteristicas microscopicas

y bajos, planos, textura suave (algodonosa); con poca

esporulacion, exudados ausentes. Al inverso, blanco.

CYA: 18.76
RB2C4 MEA: 20.85
G25N: 13.11

MEA: Colonias con lineas concavas, micelio a los bordes de
color blanco; textura suave; con esporulacion, conidios en
masa turquesa grisacea. Al inverso, el centro marrén claro y
se desvanece en amarillo claro. CYA: Colonias con margenes
color blanco y bajos, planos, amarillo pastel en el
centro; textura suave; con esporulacion notoria, exudados
ausentes. Al inverso, de amarillo a marrén grisdceo que se

desvanece en amarillo claro.

En objetivo 40x, conidioforo

de 10.12 pm, conidio de 2.55 pm.

CYA: 2218
RB2C5 MEA: 21.44
G25N: 17.48

MEA: Colonias planas; textura suave; con esporulacion
amarilla, micelio amarillo. Al inverso, el centro amarillo y se
desvanece en amarillo claro. CYA: Colonias con margenes
color blanco y bajos, planos, con amarillo pastel y ligera
elevacién en el centro, textura suave; con esporulacion
notoria, conidios en masa amarillos; exudados ausentes. Al

inverso, que se desvanece de amarillo a amarillo claro.

En objetivo 40x, conidioforo

de 10.25 pm, conidio de 4.38 um
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Diametros (mm)
Etapa Cadigo de las colonias a
25°C, a los 7 dias

Caracteristicas macroscopicas

Caracteristicas microscopicas

CYA: 18.24
RB2C6 MEA: 22.20
G25N: 20.85

MEA: Colonias con lineas concavas, micelio a los bordes de
color blanco; textura suave; con esporulacion, conidios en
masa turquesa grisacea. Al inverso, centro marrdén grisaceo y
se desvanece en amarillo claro. CYA: Colonias con margenes
color blanco y elevacion en el centro, amarillo pastel en el
centro, a amarillo hacia los bordes; textura suave; con
esporulacién notoria, exudados ausentes. Al inverso, de
amarillo a marrén grisdceo que se desvanece en amarillo

claro.

En objetivo 40x, conidioforo
de 20.08 um, conidio de 4.57 um

CYA: 23.71
RB2C7A MEA: 29.61
G25N: 22.05

MEA: Colonias con bordes elevados, micelio blanco; textura
suave; con esporulacion, conidios en masa blancos, bordes
filamentosos. Al inverso, centro rosa palido y se desvanece
en blanco. CYA: Colonias con margenes color blanco,
elevados, con rojo palido, textura filamentosa; con
esporulacién, conidios blancos; exudados ausentes. Al

inverso, que se desvanece rojo palido a blanco.

En objetivo 40x, cleistotecia de
38.67 um, conidio de 6.03 um
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Diametros (mm)
de las colonias a
25°C, a los 7 dias

Caracteristicas macroscopicas

Caracteristicas microscopicas

CYA: 18.38
MEA: 22.19
G25N: 20.05

MEA: Colonias planas; textura suave; con esporulacion
amarilla, micelio amarillo. Al inverso, el centro amarillo y se
desvanece en amarillo claro. CYA: Colonias con margenes
color blanco y bajos, planos, con amarillo pastel y ligera
elevacion en el centro, textura suave; con esporulacion
notoria, conidios en masa amarillos; exudados ausentes. Al

inverso, que se desvanece de amarillo a amarillo claro.

En objetivo 40x, conidioforo

de 5.54 um, conidio de 2.17 pm

CYA: 21.28
MEA: 33.52
G25N: 21.82

MEA: Colonias de micelio grisaceo blanco; textura
algodonosa; con esporulacion, conidios en grisaceos, bordes
suaves, grietas en las lineas concavas. Al inverso, el centro
marron y se desvanece en marron claro. CYA: Colonias con
margenes color blanco algodonoso, elevados, blanco
grisaceo, textura filamentosa; sin esporulacion, conidios

grisaceos; exudado ausente. Al inverso blanco grisaceo.

En objetivo 40x, cleistotecia de

50.37 um, conidio de 9.49 um

Etapa Cadigo
RB2C7B
RD1C1A
4. Primer dia
del secado
RD1C1B

CYA: 23.01
MEA: 33.08
G25N: 17.08

MEA: Colonias de micelio griseo blanco; textura algodonosa;
con esporulacion, conidios en grisaceos, bordes suaves,

grietas en las lineas concavas. Al inverso, el centro marron

En objetivo 40x, cleistotecia de

27.79 pm, conidio de 7.35 um
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Etapa

Cadigo

Diametros (mm)
de las colonias a
25°C, a los 7 dias

Caracteristicas macroscopicas

Caracteristicas microscopicas

claro y se desvanece en blanco grisdceo. CYA: Colonias con
mérgenes color blanco algodonoso, elevados, blanco
grisaceo, textura filamentosa; sin esporulacion, conidios

grisaceos; exudados ausentes. Al inverso, blanco grisaceo

RD1C2

CYA: 19.87
MEA: 32.7
G25N: 16.95

MEA: Colonias con bordes elevados, micelio blanco; textura
suave; con esporulacion, conidios en masa blancos, bordes
filamentosos. Al inverso, el centro rosa palido y se desvanece
en blanco. CYA: Colonias con margenes color blanco,
elevados, con rojo palido, textura filamentosa; con
esporulacion, conidios blancos; exudados ausentes. Al

inverso, que se desvanece rojo palido a blanco.

En objetivo 40x, cleistotecia de
41.88 pum, conidio de 7.43 um

RD2C1

CYA: 22381
MEA: 25.82
G25N: 23.05

MEA: Colonias con bordes algodonosos y elevados, micelio
blanco; textura suave; con esporulacién, conidios en masa
grisaceos palido. Al inverso, el centro marron grisaceo y se
desvanece en grisaceo palido. CYA: Colonias con micelio

algodonoso color blanco, centro grisaceo, textura

En objetivo 40x, cleistotecia de

33.54 um, conidio de 7.21 pum
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Diametros (mm)

Etapa Cadigo de las colonias a Caracteristicas macroscopicas Caracteristicas microscopicas
25°C, alos 7 dias
filamentosa; sin esporulacion, exudados ausentes. Al inverso,
grisaceo palido a blanco.
MEA: Colonias con bordes algodonosos y elevados, micelio
grisaceo al centro, con un anillo gris y borde blanco grisaceo;
CYA: 19.29 textura algodonosa; con esporulacion, conidios en masa o o
. ) ) En objetivo 40x, conidio de 2.81
RE1C1 MEA: 35.00 grisaceos. Al inverso, el centro gris oscuro y se desvanece en
. - . . Hm
G25N: 18.50 grisaceo palido. CYA: Colonias con micelio algodonoso
color blanco, textura filamentosa, sin esporulacion y con
- ] exudados ausentes. Al inverso grisaceo palido a blanco.
5. Ultimo dia
CYA: 6.65 ) _ ) _ .
de secado MEA y CYA: Colonias de consistencia cremosa, planas y de  Microscopicamente se observaron
RE1C2 MEA: 14.34 _ )
color blanco. Al inverso blanco. celulas
G25N: 22.15
MEA: Colonias algodonosas y elevadas, micelio con un
CYA: 26.46 anillo negro grisaceo, blanco al centro, con bordes blancos
RE2C1A MEA: 27.82 grisaceo, con esporulacion, conidios en masa gris oscuro. Al En objetivo 40x, conidio 4.47 um
G25N: 18.89 inverso, el centro gris oscuro y se desvanece en grisaceo

palido. CYA: Colonias con micelio algodonoso color blanco,
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Diametros (mm)
Etapa Cadigo de las colonias a Caracteristicas macroscopicas Caracteristicas microscopicas
25°C, alos 7 dias

textura filamentosa; sin esporulacion, exudados ausentes. Al

inverso, grisaceo palido a blanco.

CYA: 20.76
MEA y CYA: Colonias de consistencia cremosa, planas y de Microscopicamente se observaron
RE2C1B MEA: 27.97 ) ]
color blanco, con bordes curveados, al inverso blanco. células alargadas
G25N: 29.46

CYA: 12 MEA y CYA: Colonias de consistencia cremosa, planas y de

. Microscopicamente se observaron
RE2C3 MEA: 15.24 color rosa palido del centro, que se desvanece en blanco. Al

. - celulas alargadas
G25N: 32.13 inverso, rosa palido.
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Figura 6

Esquema de identificacion de aislados no toxigénicos a nivel de genero utilizando la clave dicotomica general de Pitt & Hocking (2009)
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Figura 7
Colonias de aislados no micotoxigénico obtenidos de granos de cacao después de 7 dias

de incubacion a 25 °C. De izquierda a derecha: anverso en medio CYA, reverso en medio

CYA, anverso en medio MEA, reverso en medio MEA
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Figura 8

Micrografias de microcultivo de aislados no micotoxigénico obtenidos de granos de
cacao. De izquierda a derecha: cleistotecia sin colorante, cleistotecia con colorante y
conidios (aumento: 40x).
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Figura 9
Micrografias de microcultivo de aislados no micotoxigénico obtenidos de granos de

cacao: Conidios (aumento: 40x)
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Figura 10

Deteccion del potencial para producir aflatoxina u ocratoxina por la produccion de
fluorescencia en medio CAM. Imagenes superiores: lzquierda anversos del aislado
toxigénico RA2C1 y de la placa de Petri sin aislado, derecha reversos del aislado
toxigénico RA2C1 y de la placa de Petri sin aislado. Iméagenes inferiores: lzquierda
anversos del aislado no toxigénico RB1C2 y de la placa de Petri sin aislado, derecha

reversos del aislado no toxigenico RB1C2 y de placa de Petri sin aislado
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