INTRODUCCION

El mani (Arachis hypogaea L.) es la leguminosa comestible mas ampliamente distribuida en
el mundo, haciendo una importante contribucién a la nutricion humana por sus elevados
contenidos de proteina y aceite. Esta especie es originaria de América del Sur, posiblemente
de Bolivia, en donde es encontrada una gran variabilidad genética de parientes silvestres y
razas primitivas. Luego de su domesticacidn el cultivo fue difundido a lugares célidos de todo

el neotropico, llegando hasta México y las Antillas (Mazzani, 1983).

Actualmente, es cultivado en 96 paises de regiones tropicales, subtropicales y templadas entre
45° Ny 35°S, desde el nivel del mar hasta 1500 m, especialmente en Africa, Asia, Norte y
Suramérica. En el 2009 fueron cosechadas 23.951.156 ha en el ambito mundial, para una
produccion de 36.456.791 t y un rendimiento promedio estimado en 1.522,5 kg/ha. Los
principales productores a nivel mundial son la China y la India con 14.770.000 y 5.510.000 t

de mani en céscara, respectivamente (FAOSTAT, 2010).

En Venezuela, en los afios 70 y 80, el mani constituyé uno de los principales cultivos
oleaginosos en la region oriental, especificamente en las sabanas de la Mesa de Guanipa,
Estado Anzoategui y en el Estado Monagas, llegandose a sembrar alrededor de 40.000 ha.
Reiteradas politicas agricolas inestables, falta de incentivos a los productores, elevados costos
de produccion del cultivo, problemas de precios del producto, alta incidencia de Aspergillus
flavus Link ex Fries, aunados a otros factores, ocasionaron una drastica disminucion en el

area de siembra del cultivo en el pais (Mazzani, 1983; FAOSTAT, 2010).

Durante los afios 2005 a 2009 solamente fueron cosechadas en promedio 375 ha, para la

produccion de 1.167 t y rendimientos de 3.093 kg/ha. Durante el 2008 fueron importadas al



pais 994 t de mani en céscara y 3.111 t de mani descascarado, con un valor de importacion

equivalente a 1.190.000 y 5.415.000 dolares, respectivamente (FAOSTAT, 2010).

Los granos de mani hacen una importante contribucion a la dieta en muchos paises, por ser
buena fuente de proteinas, lipidos y acidos grasos; ademas de azUcares solubles y minerales
que lo hacen importante nutricionalmente. (ICRISAT, 1986). En muchas partes del mundo,
el aceite de mani es el principal producto del cultivo (Bansal et al., 1993), por lo cual,
contribuye, en gran medida, a la ingesta de energia en pueblos de todo el mundo; ya que
contiene entre 47 y 50 %, por lo tanto su calidad y estabilidad lo hacen importante para los
consumidores (Grosso y Guzman, 1995; Ozcan, 2010). Es rico en grasas monoinsaturadas, lo
que lo hace saludable. Sin embargo, la variacién en el contenido de nutrientes y su calidad va
a depender de las variedades, clima, suelo, practicas de cosecha y métodos de control de
plagas (Prathiba y Reddy, 1994).

Es consumido como nuez tostada, también crudo, hervido o salado, ademés en diversas
manufacturas. La torta, producto de la extraccion del aceite, contiene 40-50 % de proteina y
es principalmente usada para consumo animal (Mazzani, 1983).

A diferencia de las demds oleaginosas, el mani puede ser consumido directamente como
alimento. Con el crecimiento de otros rubros oleaginosos a nivel mundial en las Ultimas dos
décadas, la presion en el cultivo del mani como oleaginosa ha disminuido considerablemente,
viéndose como un producto altamente nutritivo, como fuente directa de alimento y en

confiteria, ademas de su aceite (Harish et al., 2005).

En Asia y Africa, el mani es un importante cultivo desde el punto de vista nutricional, por su
elevado contenido de proteinas, asi como por la diversidad que este tiene en cuanto a sus
usos. Esto se manifiesta con la siembra, en el afio 2008, del 54,26% vy el 40,88% del area

mundial del cultivo, respectivamente (FAOSAT, 2010). En afios recientes, alimentos basados



en cereales y leguminosas, los cuales utilizan el mani como fuente de proteinas han sido
desarrollados para mitigar problemas de malnutricién protéica y caldrica que afectan gran

parte de la poblacion (Pattee et al., 2000b).

A pesar de la importancia nutricional y econdmica del mani, numerosas plagas y
enfermedades representan serias limitaciones para su produccion. Uno de los problemas del
cultivo es la contaminacion de sus frutos y semillas por microorganismos, ya que los mismos
se desarrollan en contacto directo con el suelo, por lo cual se hace particularmente susceptible
a la contaminacion por mohos durante su crecimiento y almacenamiento, que desmejoran
directamente la calidad del producto. La incidencia de Aspergillus flavus y otros mohos sobre
el grano de mani en Venezuela ha sido tan elevada que en ciertas ocasiones inutiliza el valor
comercial del producto, independiente de la contaminacion por micotoxinas (Mazzani, 1989).
Las condiciones tropicales favorecen, ademas, el crecimiento de especies toxigénicas con el
subsecuente riesgo de contaminacion por micotoxinas, como por ejemplo las aflatoxinas. Asi
mismo, dependiendo de su frecuencia, algunas especies fungicas de los géneros Aspergillus,
Penicillium, Fusarium y Rhizopus, pueden ocasionar pérdidas en la germinacion y

pudriciones de plantulas (Moraes y Mariotto, 1985; Mazzani, 1989).

La contaminacion por aflatoxinas representa un serio problema econdmico y de salud publica
para los paises productores de mani. Las aflatoxinas son metabolitos secundarios toxicos y
altamente carcinogénicos, producidos principalmente por las especies fungicas A. flavus y A.
parasiticus Speare, que afectan tanto a humanos como a animales. Las aflatoxinas no afectan
la productividad del cultivo, pero su toxicidad es una limitante para el consumo y hace que
las mismas constituyan el principal impedimento para la exportacion del producto

(Upadhyaya et al., 2007).



La comercializacion del mani, particularmente en el comercio internacional, puede ser
disminuida hasta la nulidad, dados los estrictos estandares en los limites permisibles de
contaminacion por aflatoxinas de algunos paises importadores; teniendo esto un impacto en la
industria del rubro. Como ejemplo, se puede mencionar que el problema le cuesta a
productores, intermediarios y demas eslabones de la cadena productiva de mani solo en el Sur

Este de EE.UU. més de 25 millones de ddlares anuales (Lamb y Sternitzke, 2001).

Por lo antes expuesto, la reduccion o eliminacion de la contaminacion por aflatoxinas es la
meta de muchos paises, pero su manejo en el mani es complejo. Sin embargo, paralelo a la
aplicacién de précticas culturales, de cosecha y almacenamiento, el uso de cultivares
resistentes podria ser parte efectiva y de bajo costo de un programa de manejo integrado de

este problema (Xue, 2004; Upadhyaya et al., 2007).

En este sentido, el reciente interés para la recuperacion del cultivo del mani en Venezuela,
hace necesaria la caracterizacién de cultivares en cuanto a su calidad para aumentar su valor
comercial, a través de la seleccion de genotipos tolerantes a la incidencia de A. flavus, a la
contaminacion por aflatoxinas, asi como de buena calidad nutricional de su grano. Sobre la
base de estas consideraciones fue planteada esta investigacién cuyos objetivos fueron los que

a continuacion se sefialan.



OBJETIVOS

GENERAL

Determinar la calidad quimica y micotoxicoldgica de diez genotipos en mani de dos

localidades de Venezuela

OBJETIVOS ESPECIFICOS

* Detectar y cuantificar la micobiota total asociada a los granos de diez

genotipos de mani procedentes de dos localidades de Venezuela.

* Detectar y cuantificar la incidencia natural de campo de Aspergillus flavus
asociada a los granos de diez genotipos de mani procedentes de dos localidades

de Venezuela.

*  Determinar las poblaciones de Aspergillus flavus presentes en los suelos en

relacion al cultivo del mani.

*  Cuantificar los contenidos de aflatoxinas en granos de diez genotipos de mani

procedentes de dos localidades de Venezuela.

*  Evaluar diez genotipos de mani sobre la base de caracteres del fruto y grano,

promisorios para confiteria.

* Determinar la calidad quimica del grano de diez genotipos de mani en cuanto

a contenido de aceite, proteinas, azlcares reductores y acidos grasos.



REVISION DE LITERATURA

EVOLUCION Y TAXONOMIA DEL MANI

Las especies del género Arachis se diferencian de la mayoria de las otras plantas por florecer
en la parte aérea y producir sus frutos por debajo de la superficie del suelo. Solo el mani (A.
hypogaea L.) ha sido domesticada, a pesar que otras especies del género han sido cultivadas
por su semilla (A. villosulicarpa Hoehne y A. stenosperma Krapov. y W. C. Gregory) o

forraje (A. pintoi Krapov. y W. C. Gregory y A. glabrata Benth), (Favero et al., 2006).

El mani pertenece a la Familia Fabaceae (sinénimo: Leguminosae), Subfamilia
Papilionoidae. El género Arachis comprende 81 especies, 69 descritas por Kraprovickas y
Gregory, 11 por Valls y Simpson y 1 indeterminada (Favero et al., 2006), y agrupadas en
nueve secciones segin su morfologia, habito de crecimiento, ciclo de vida, distribucién eco-

geografica, informacion citoldgica y cruzabilidad entre ellas.

Arachis hypogaea fue clasificada botanicamente por Krapovickas y Gregory en dos
subespecies, cada una constituida por dos 0 mas variedades botanicas (Mazzani, 1983) como

sigue:
A. Subespecie hypogaea (ramificacion alterna)
*  Variedad hypogaea (tipos Virginia)
*  Variedad hirsuta Kohler (tipos peruanos rastreros)
B. Subespecie fastigiata Waldron (ramificacion secuencial)
* Variedad fastigiata (tipos Valencia)

* Variedad peruviana Krapov. & W. C. Greg. (tipos Valencia peruanos)



* Variedad aequatoriana Krapov. & W. C. Greg. (tipos Zaruma)

* Variedad vulgaris Harz (tipos Spanish)

CUALIDADES NUTRICIONALES Y CONFITERAS DEL MANI

El grano de mani contiene componentes importantes para la nutricion humana, y por esto sus
aspectos de calidad nutricional estdn ganando importancia originando un aumento de uso del

producto como alimento, sobre todo en paises en desarrollo (Campos et al., 2009).

Dwivedi et al. (1996) sefialan que ademas de los factores fisicos (tamafio y forma de la
semilla, la integridad de la testa o cubierta y la eficiencia del blanqueado) y sensoriales
(color, aroma, textura y sabor del grano), los componentes nutricionales (contenido de aceite,
proteina, composicion de &cidos grasos y aminoacidos) son los principales atributos de
calidad para el mani; siendo estos de suma importancia para el mercado del mani en el ambito
mundial. Ajay et al. (2008) indican al tamafio de la semilla como uno de los mas importantes

atributos para mani de exportacion y el mismo determina tanto la calidad como su valor.

Los requerimientos de calidad del mani confitero son mas estrictos y claramente diferentes a
los del mani oleaginoso. Los granos grandes, uniformes en tamafio y forma, y de alta relacion
acidos grasos oleico/linoleico son generalmente preferidos para el mani confitero (Dwivedi et

al., 1993% Kathirvelan y Kalaiselvan, 2006: Ajay et al., 2008).

También son requeridos cultivares de granos oscuros, con altos contenidos de proteinas y
bajos contenidos de aceite (Ajay et al., 2008). Sin embargo, al respecto Isleib et al. (2004)
sefialan que la reduccion del contenido de aceite no debe estar acompafiada por

disminuciones significativas de los aspectos del sabor.



La composicién quimica del grano es grandemente influenciada por la localidad de cultivo
(McWatters y Cherry, 1982; Mazzani, 1983; Bansal et al.,1993; Young et al., 1974; Grosso y
Guzman, 1995), las épocas de siembra (Andersen y Gorbet, 2002; Ajay et al., 2008), régimen
hidrico (Dwivedi et al., 1996; Casini et al., 2003; Ajay et al., 2008), temperaturas de suelo y
atmosféricas (Golombek et al., 1995), madurez fisioldgica (Sanders et al., 1982; Dwivedi et
al., 1993a; Andersen et al., 1998) y tamafio del grano (ICRISAT, 1986; Dwivedi et al.,

1993b; Prathiba y Reddy, 1994).

La composicion del grano de mani ha sido vinculada con posible resistencia a A. flavus; a
cuyo respecto Shan et al. (2006) observaron una mayor resistencia a este moho en cultivares
de contenidos de proteinas mas elevados. Por otra parte, disminuciones en el contenido de
proteinas totales y almidon; y aumentos en los contenidos de aminoacidos y azlcares
reductores fueron encontradas en granos de mani infectados por A. fumigatus, A. flavus y A.

terreus (Bindu y Kumar, 2003).

Una variacion en germoplasma de mani ha sido reportada en relacion al tamafio del grano,
contenidos de aceite y composicion de acidos grasos (Mazzani, 1983; Dwivedi et al., 1989,
1993b; Andersen et al., 1998), contenidos de proteinas (Dwivedi et al., 1990; Ajay et al.,
2006), carbohidratos (Pattee et al., 2000a), perfil de acidos grasos (Ajay et al., 2008), y

relacién de los &cidos grasos oleico y linoleico (O/L) (Asibuo et al., 2008).

La semilla del mani estéa constituida por 4-5% de testa o cubierta, 92-94% de cotiledones, y 3-
4% de embrion. La testa estd compuesta por carbohidratos, celulosa, proteinas y compuestos
fendlicos, mientras que los cotiledones estdn compuestos principalmente por aceite y
proteinas. ElI embridn contiene una alta proporcién de proteinas, azlcares reductores y

disacéridos (Singh y Diwakar, 1993).



La semilla de mani contiene entre 44 y 56% de aceite y entre 22 y 30% de proteina en base
seca. Es una fuente importante de energia (5,64 cal/g) y rica en minerales (fosforo, calcio,
magnesio y potasio) y vitaminas de los grupos E, K y B. El acido aspartico, el acido
glutédmico y la arginina representan el 45% de total de amino&cidos en la semilla de mani;
mientras gque la misma es deficiente en lisina, metionina y treonina (McWatters y Cherry,

1982; Mazzani, 1983; Kathirvelan y Kalaiselvan, 2006).

PROTEINAS Y ACEITE

El mani ha sido valorado por el alto contenido de proteina de su grano, y usado como
suplemento proteinico en alimentos basados en cereales y leguminosas para mitigar
problemas de malnutricion proteico-calérica (Singh y Singh, 1991); méas recientemente fue
ideada una pasta alimenticia basada en mantequilla de mani (plumpy-nut), de 500 calorias por
racion, que esta siendo usada como solucion viable para la hambruna infantil en paises

africanos (Ashworth, 2010).

La proteina de mani es deficiente en ciertos aminoacidos, pero es de facil digestibilidad,

comparable a la proteina animal (Singh y Singh, 1991).

La evaluacién de germoplasma de mani en cuanto a proteinas ha arrojado rangos de variacion
oscilando entre 15,5y 38,61 % (Campos et al., 2009; Asibuo et al., 2008; Ajay et al., 2008;

Ozcan, 2010; Atasie et al., 2009; Manivel et al., 2000; Prathiba y Reddy, 1994).

Las proteinas de los granos de mani han sido evaluadas de acuerdo a regimenes hidricos
(Dwivedi et al., 1996, Ajay et al., 2008). Condiciones secas a finales del ciclo del cultivo
provocaron incrementos en los contenidos de proteinas en el grano de mani; sin embargo, el

déficit hidrico a mediados de ciclo no influyé significativamente en los mismos (Dwivedi et



al., 1996). Por su parte, Ajay et al. (2008) hallaron mayores contenidos de proteinas en época

de lluvias (26,71%), que en post-lluvia (24,36%).

Prathiba y Reddy (1994) sefialan contenidos de proteinas mas elevados en variedades de
semilla pequefia que en las de semilla grande y de color oscuro. En un estudio con 29
cultivares nativos de mani, un contenido de proteina méas bajo fue encontrado en variedades
de mani hypogaea, que en fastigiata, aequatoriana y peruviana (Grosso y Guzman, 1995).
Lo mismo encontraron otros autores quienes sefialan contenidos de proteinas promedio de
22,78% en los cultivares de la subespecie hypogaea, menores que los encontrados en los

cultivares de la subespecie fastigiata con promedio de 25,69% (Asibuo et al., 2008).

El elevado contenido de aceite de la semilla del mani ha hecho a esta especie una planta
oleaginosa por excelencia durante muchas décadas, siendo objeto de numerosas

investigaciones.

Para mani con fines confiteros y para consumo directo la reduccion en el contenido de aceite
en el grano de mani es una caracteristica deseable, ya que los consumidores prefieren
productos bajos en grasas (Manivel et al., 2000; Isleib et al., 2004). Isleib et al. (2004)
mencionan que esto podria ser solucionado a través de la seleccidn genética de cultivares. En
este sentido, en mani fue encontrada asociacion negativa y significativa entre los contenidos
de aceite y proteinas en 800 lineas del banco de germoplasma del ICRISAT (ICRISAT, 1986)

y 64 cultivares experimentales (Dwivedi et al., 1990).

En cultivares de mani se ha encontrado una variacion en el contenido de aceite con rango
entre 41 y 56% (Berry, 1982; Dwivedi et al., 1990; Bansal et al., 1993; Prathiba y Reddy,

1994; Andersen et al., 1998; Ajay et al., 2008; Campos et al., 2009).
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El contenido de aceite en el mani varia en relacion a su calidad, localidad, épocas de siembra
y condiciones de cultivo (Young et al., 1974). Evaluaciones en el grano de mani procedente
de cuatro ambientes indicaron gue el contenido de aceite fue afectado significativamente por
variaciones ambientales (Bansal et al., 1993); habiéndose evidenciado una significativa
interaccidn genotipo ambiente (Dwivedi et al., 1996; Ajay et al., 2008). Ajay et al. (2008)
sefialan contenidos de aceite promedios significativamente mayores después de las lluvias
(48,16%), en comparacion a los obtenidos en época lluviosa (43,82%), evidencidndose una

influencia estacional en los mismos.

El contenido de aceite en mani no mostré relacion con el habito de crecimiento propio de las
subespecies del mani (Bansal et al., 1993). Sin embargo, Asibuo et al. (2008) encontraron
contenidos de aceite mas elevados en cultivares Virginia (subspecie hypogaea) que en los

tipos Spanish y Valencia (subespecie fastigiata).

En estudios realizados sobre la relacién entre la composicion quimica del grano de mani y su
tamafio, Prathiba y Reddy (1994) no encontraron relacion significativa entre el tamafio del
grano y los contenidos de aceite entre siete variedades de mani, con variacién entre 46 y 52%.
En el mismo sentido, Dwivedi et al. (1990) tampoco encontraron relacién en los contenidos
de aceite con la masa de la semilla. Sin embargo, encontraron variaciones en el contenido de
aceite dentro de cultivares, con incrementos significativos lineales, a medida que aumentaba
la masa (peso) de la semilla dentro de muestras de la misma categoria de semilla por tamafio;

no siendo asi para los contenidos de proteinas.

El contenido de aceite aumenta a medida que la semilla del mani madura (Kim y Hung,

1991).
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AZUCARES

En el mani poco se conoce acerca de la variacion genotipica de los carbohidratos. Al
respecto, Oupadissakoon et al. (1980b) detectaron ocho azlcares en muestras de cinco
cultivares de mani, a saber: desconocido (posiblemente desoxirribosa), ribosa, fructosa,
glucosa, inositol, sacarosa, rafinosa y estaquiosa. De éstos predominé la sacarosa con cerca
de 30 mg/g de mani, lo que representd un 85% del total de los azucares. Las medias para
estaquiosa, rafinosa, fructosa, inositol, glucosa y desconocido fueron 3,98, 0,35, 0,21, 0,13,

0,10 y 0,06 mg/g, respectivamente. La ribosa se encontrd en pequefas cantidades o trazas.

Asi mismo, se han sefialado rangos entre 0,75% a 2,1% de glucosa, 0,40 a 0,58% de fructosa,
de 1,9 a 5,2% de sacarosa y 7,7-13,9% en harina desgrasada y entre 1,9 a 5,2% en grano seco
(\Vohra, 1989; Silva et al., 2006; Asibuo et al., 2008). Burke et al. (2009) en granos de mani
encontraron incrementos en los contenidos de rafinosa y estaquiosa a medida que la sacarosa

disminuye.

Han sido reportados valores entre 6,16 y 14,29 g/100g para la suma de sacarosa, fructosa y
glucosa en granos de mani argentino, mas altos que en mani de los EE.UU, los cuales

alcanzan promedios de 4,60 g/100 g (Casini et al., 2003).

Isleib et al. (2008) sefialan en mani una baja variacion genética en el contenido de azlcares y
predominio de variacién ambiental para las concentraciones de sacarosa (69%), total de
azlcares (68%) y otros azucares. Oupadissakoon et al. (1980a) hallaron variaciones
importantes en la cantidad de azucares libres, asi como diferencias altamente significativas
entre cultivares y localidades para la mayoria de los azlcares encontrados. Observaron que
los efectos varietales fueron mayores para los contenidos de azlcares libres. Para los

contenidos de glucosa no encontraron variaciones entre localidades de siembra. Por su parte,
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Geater y Ferh (2000) no encontraron interacciéon localidad x tratamiento en cuanto al

contenido de azUcares de 23 cultivares de soya.

Shanmugasundaram et al. (2001) en soya fresca (legumbre) encontraron significacion para la
varianza genotipica y la varianza dada por los afios de siembra, para los contenidos de
azlcares tomados en diferentes afios. Sefialan heredabilidad en el contenido de azlcares, con
buenas posibilidades de obtener progresos de seleccion para cultivares con altos contenidos.
También en soya, Geater y Fehr (2000) observaron diferencias significativas entre 23
cultivares de soya y entre localidades para la cantidad de azUcares de cultivares de semilla
pequefia. Sefialan que la importancia relativa de los dos factores dependera de la diversidad

de genotipos probados y de los ambientes estudiados.

En el mani es posible mejorar la eficiencia de la seleccion para la dulzura y la calidad del
grano tostado, por medio de la evaluacion del total de carbohidratos, dentro de los tipos
comerciales. Sobre la base de valores de regresion la mayor eficiencia ocurrira en los tipos

fastigiata, seguidos de los tipo runner (Pattee et al., 2000b).

Al respecto, Pattee et al. (2000a) con cromatografia de intercambio idnico aislaron 20
componentes de carbohidratos en 52 genotipos de mani, cuantificindose inositol, glucosa,
fructosa, sacarosa, rafinosa y estaquiosa y doce picos no conocidos entre los que fueron
tentativamente identificados verbascosa y ajugosa. Nueve de los 18 carbohidratos estimados
mostraron una significativa variacion entre ambientes, cinco entre tipos comerciales, 14 entre
genotipos dentro del mismo tipo comercial y 11 mostraron significativa interaccion genotipo
x ambiente. Los genotipos explicaron entre 38 y 78 % de la variacion total, sugiriendo una
alta heredabilidad en sentido amplio. La alta variacion genotipica en los componentes de los
carbohidratos fue similar a la alta variacion genotipica encontrada en el atributo de dulzura en

mani tostado sugiriendo posibles interrelaciones. Los autores sugieren que tales relaciones
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pueden ser de beneficio en programas de mejoramiento genético, para asegurar el
mantenimiento de la calidad del sabor en futuras variedades (Pattee et al., 2000a). En el mani
es posible mejorar la eficiencia de la seleccién para la dulzura y la calidad del grano tostado
por medio de la evaluacion del total de carbohidratos dentro de los tipos comerciales. Sobre
la base de valores de regresion la mayor eficiencia ocurrira en los tipos fastigiata, seguidos de

los tipo runner (Pattee et al., 2000b).

La asociacion del total de azlcares con otros caracteres de la semilla ha sido estudiada, para
facilitar el desarrollo de cultivares con composicion apropiada, y también para inferir su

composicidn a través de caracteres de mas facil medicidn.

Los azlcares reductores han sido sefialados como importantes precursores del sabor y de la
calidad del mani tostado (Casini et al., 2003; Pattee et al., 2000a). Las correlaciones entre
sabor dulce y amargo y los atributos de mani tostado han resultado evidentes; en este sentido,
el total de azucares fue correlacionado de manera positiva con el atributo del mani tostado y
negativamente con el sabor amargo y la astringencia. La esperada correlacion entre los
azucares totales y la dulzura no pudo ser establecida, debido a que la relacion no fue la misma
entre todos los tipos comerciales del mani (Pattee et al., 2000b). De acuerdo a Isleib et al.
(2006), las diferencias en el contenido de azucar fue el principal factor que afecté el color de

la pasta de mani y los atributos sensoriales.

En soya una alta correlacion negativa (-0,81) fue encontrada entre el total de azucares y la
suma de los contenidos de proteinas y aceite. El tamafio de la semilla tuvo gran influencia en
la asociacion individual con los contenidos proteinas, aceite y fibra. La correlacién fenotipica
entre el total de azlcares y proteinas de 23 cultivares de soya estudiados no resulto
significativa cuando los tres cultivares de semilla pequefia fueron incluidos en los analisis;

mientras que cuando no fueron tomados en cuenta, una correlacion alta y negativa -0,73 fue
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observada entre estas dos variables (Geater et al., 2000). También en soya Geater y Ferh
(2000) encontraron una correlacion significativa de -0,90 entre el total de azlcares y
proteinas, en un amplio rango de tamafos de grano, y concluyeron que el contenido de
proteinas, por si solo, no es un predictor confiable del total de azicares a menos que el

tamafio de la semilla y el contenido de fibra de los genotipos sean similares.

Prathiba y Reddy (1994) en mani encontraron que el contenido de azucar en variedades de

grano grande fue mayor.

Shanmugasundaram et al. (2001) en soya fresca sefialan al contenido de aceite como un
criterio indirecto de seleccién para altos contenidos de azUcares. Estos autores indican que los
contenidos de azucares tuvieron correlacién negativa con los contenidos de aceite y los
contenidos de aceite + proteinas, y hacen notar que el contenido de azlcares en semilla
madura es correlacionado de manera positiva con el de aceite. En este sentido, también en
soya, Hymowitz et al. (1972) sefialan asociacion positiva entre azlcares totales y contenidos

de aceite, ambos con correlacion negativa con el contenido de proteinas.

En mani, Kim y Hung (1991) encontraron que la fecha de cosecha no afect6 la composicion
quimica del grano de mani en base seca, excepto en una leve disminucién en el contenido de
carbohidratos, a medida que la cosecha de los frutos fue mas tardia. El contenido de aceite

aumenta y el de carbohidratos disminuye a medida que el mani madura.

Se ha afirmado que la reduccion en el contenido de aceite, en el grano de mani, seria una
caracteristica deseable, para aquellos consumidores que prefieren productos bajos en grasas.
Esto podria ser solucionado a través de la seleccion genética. Al respecto, en la evaluacion de
584 accesiones fueron identificadas dos lineas (Pl 269723 y P1 315608) de alto y dos de bajo

(Robusto 2 y Robusto 3) contenido de aceite, cada par con contenidos de azucares
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inversamente proporcionales. Estudios genéticos identificaron estas lineas como fuente para
estudios genéticos y fisiologicos de las relaciones entre aceite-azlcar-almidén en mani (lIsleib

et al., 2004).

Manivel et al. (2000) en genotipos confiteros encontraron rangos entre 4,40 a 9,74% en los
contenidos de sacarosa; mientras que los azucares reductores variaron entre 0,16 y 1,21%.
Estos autores sefialaron como genotipos promisorios aquellos con bajos azucares reductores,

altos contenidos de sacarosa y bajos tenores de aceite.

Casini et al. (2003) reportaron el rendimiento de semilla seca como variable predictiva

(negativa) del contenido de azUcares.

En mani fue encontrada correlacidn positiva entre el contenido de aceite y el tamafio de la

semilla'y ninguna relacion con el peso de la semilla (ICRISAT, 1986).

Por su parte, McMeans et al. (1990) encontraron una disminucion de los contenidos de
azUcares totales con el incremento del tamafio de la semilla. En este sentido, un retraso en el
desarrollo de los frutos ha sido asociado con bajas temperaturas a nivel del suelo. Burke et al.
(2009) sefialan una asociacion entre bajas temperaturas, las cuales influyen a su vez en el

desarrollo de frutos, con un incremento en las concentraciones de sacarosa en el mani.

McMeans et al. (1990) indicaron que una disminucién en 7 °C en el suelo increment6 la
concentracion de azucares en un 40% en la variedad Florunner. También se ha reportado que
los contenidos de sacarosa del grano varian con la madurez del mani; los genotipos mas
tardios (140 dias) tuvieron significativamente mas bajos contenidos de sacarosa que los

genotipos méas tempranops (120 dias) en todas las temperaturas por ellos estudiadas.
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LA COMPOSICION DEL ACEITE DEL MANI

Las propiedades del aceite de mani vienen determinadas por la composicion de sus &cidos
grasos. El aceite de mani es Unico entre los aceites vegetales, contiene &cidos grasos
saturados de cadena larga (20-24 carbonos), (Grosso y Guzman, 1995). Est4d compuesto
principalmente por acidos grasos insaturados y es consecuentemente susceptible a la
oxidacion lipidica (Ahmed y Young, 1982). Los &cidos oleicos (18:1, monoinsaturado) y
linoleico (18:2, poliinsaturado) representan aproximadamente el 80% del perfil de &cidos
grasos de mani. Los cultivares estandar o normales de mani promedian alrededor de 55% de
acido oleico y 25% de linoleico (Knauft et al., 1993). Por otra parte, el &cido palmitico (16:0,
saturado) constituye del 5 al 10% del total. Los acidos esteérico (18:0), arachidico (20:0),
eicosenoico (20:1), behémico (22:0) y lignocérico (24:0) cada uno contribuye entre el 1y el
3% del total del perfil de acidos grasos del grano del mani (Mazzani, 1983; Grosso y

Guzman, 1995).

La composicion de los aceites vegetales puede ser cambiada a través de la seleccion de
genotipos, con pocos efectos en las caracteristicas agronémicas de las plantas (Bruner et al.,
2001). Investigadores de la Universidad de Florida descubrieron una variante natural de
elevado acido oleico y con el correspondiente bajo contenido de acido linoleico (Norden et
al., 1987; Holbrook y Stalker, 2003); a excepcidn de ésta, poca variacion es reportada en
cuanto a la composicion de los acidos grasos del mani (Dwivedi et al., 1993b). Sin embargo,
otros autores encontraron una alta variabilidad en las concentraciones de &cidos grasos en
cultivares de mani de composicion de aceite normal, habiendo reportado rangos entre 37,94 y
60% para el oleico y entre 18 y 42,47% para el linoleico (Bansal et al., 1993; Lopez et al.,

2001; Ajay et al.; 2008). Campos et al. (2009) encontraron promedios del total de acidos
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grasos saturados e insaturados de 17 y 79%, respectivamente, en seis nuevos cultivares

evaluados por ellos.

Berry (1982) con cromatografia liquida de gases en el grano de 16 cultivares de mani
encontraron los acidos palmitico (12,22 a 13,30%), esteérico (3,17 a 3,67%), oleico (37,94 a
41,90%), linoleico (34,59 a 37,91%), arachidico (1,63 a 1,85%), eicosenoico (0,99 a 1,22%),
behémico (3,24 a 4,36%) y lignocérico (1,08 a 1,44%), los mismos acidos grasos encontrados

por Abrar (2009) excepto el miristico.

El interés en la composicion de los acidos grasos en el aceite de mani vino dada inicialmente
por su rol en el sabor y en la vida dtil del fruto en céscara (Bruner et al., 2001; Xue, 2004).
Los acidos grasos poliinsaturados, disponibles luego de la hidrolisis de los residuos de acil
del acil-glicerol, son esenciales en la dieta de los mamiferos. Sin embargo, éstos acidos
grasos son facilmente oxidados, degradando su calidad nutricional, presentando sabor y olor
desagradables, y tornandose rapidamente rancios. El contenido y la condicién de los cidos

grasos poliinsaturados en el aceite es la determinante mas importante de calidad (Xue, 2004).

La relacion acido oleico-linoleico ha sido considerada como indice de estabilidad del aceite
(Grosso y Guzman, 1995; Andersen et al., 1998; Xue et al., 2005; Andersen y Gorbet, 2002).
El 4cido linoleico es menos saturado y menos estable que el acido oleico, de manera tal que la
estabilidad oxidativa, la vida atil y la comercializacién del mani y de sus productos derivados

pueden ser mejoradas incrementando la relacion O/L (Holbrook y Stalker, 2003).

El &cido linoleico es un acido graso inestable y se ha reportado una relacion inversa entre el
acido linoleico y la estabilidad del aceite. La alta relaciones acidos oleico/linoleico (O/L) en
el mani confiere grandes ventajas a la salud de los consumidores y aumenta

significativamente los atributos nutricionales (Lopez et al., 2001; Andersen et al., 1998).
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Segun Isleib et al. (2006) el carécter alto oleico parece no tener un importante impacto en los
atributos sensoriales, a pesar de haber encontrado instancias individuales en las cuales, el
mismo fue asociado con cambios en la intensidad de los atributos que resultan sensibles a los

consumidores.

Knauft et al. (1993) y Andersen y Gorbet (2002) mencionan que la proporcion entre ambos
acidos grasos esta directamente relacionada, de manera que la expresion de la relacion O/L

refleja con precision el contenido relativo de estos dos &cidos grasos.

La proporcion de acidos grasos poliinsaturados a acidos grasos saturados en mani ha
resultado en 1,8 comparado con 2,9 en aceite de soya, 4,3 en aceite de maiz y 8,7 en alazor
(Andersen y Gorbet, 2002). La variacion en la relacion del acido oleico:linoleico en los
cultivares de mani sembrados actualmente oscila entre 0,8 y 2,5 (Lbpez et al., 2001).
Genotipos con aceite de relaciones O/L mayores de 2 han sido reportados como promisorios
para el mani (Asibuo et al., 2008). Andersen et al. (1998) sefialan relaciones O/L de 2:1y 3:1
en cultivares de mani de aceite normal y de 23:1 a 32:1 en lineas alto oleico. Del mismo
modo apuntan que el acido palmitico result6 el doble en lineas normales (9 a 10%) que en las
alto oleico (5 a 8%). Estos autores también encontraron en las lineas alto oleico altas
proporciones de acido eicoseonico, y menores cantidades de los &cidos arachidico y

behémico en contraste con lineas normales.

Andersen et al. (1998) establecieron las relaciones entre el &cido oleico y los demés éacidos
grasos utilizando informacion procedente de 600 genotipos de mani. El &cido oleico resulto
inversamente relacionado con los deméas é&cidos cuantificados a excepcién del &cido
eicosenoico (r = 0,36). La més alta relacion inversa fue encontrada entre los &cidos oleicos y
linoleico (r = -0,99) y para los &cidos oleico y palmitico (r = -0,95). Una relacion menor e

inversa (r = -0,45) fue encontrada entre el acido oleico y los acidos behémico, arachidico y
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estearico. También fueron correlacionados los &cidos linoleico y eicosenoico (r = 0,63),
palmitico y y eicosenoico (r = 0,62), y estearico y arachidico (r = 0,88). El &cido oleico se ha
encontrado inversamente relacionado con el valor de yodo (r= -0,94 y -0,98) y con el
porcentaje de saturacion (r= -0,84); y la relacion de &cidos grasos insaturados a saturados fue

positivamente proporcional al &cido oleico (Andersen et al., 1998; Andersen y Gorbet, 2002).

Por su parte, Kim y Hung (1991) citan que el total de contenido de &cidos grasos insaturados
aumenta con la madurez. Bansal et al. (1993) sefialan una significativa variabilidad en la
composicion de &cidos grasos, indicando una alta influencia de las condiciones ambientales

en la misma.

Genotipos de mani con diferente composicion de acidos grasos en sus granos fueron
evaluados por tres afios consecutivos en cuanto al efecto de la época de siembra. Los afios de
siembra resultaron altamente significativos para los ocho principales acidos grasos, valor de
yodo (medicidn de la insaturacién o dobles enlaces en el aceite), proporcién de acidos grasos
insaturados:saturados y porcentaje de acidos grasos saturados. A pesar que el analisis por afio
mostré diferencias altamente significativas entre genotipos, la fecha de siembra influenci6 la

composicién del aceite, en dos de los tres afios estudiados (Andersen y Gorbet, 2002).

Casini et al. (2003) sefialan que a través de regresion multiple las variaciones en la relacion
O/L fueron explicadas por la temperatura promedio (coeficiente positivo) y por la

precipitacion (coeficiente negativo).

El déficit hidrico a mediados de ciclo, no tuvo efectos significativos en ninguno de los acidos
grasos, excepto el eicosenoico; pero cuando fue a finales de ciclo redujo significativamente

las cantidades de aceite, asi como las de los &cidos linoleico y behémico, e increment6
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significativamente las cantidades de los acidos estedrico y oleico; sin embargo, fue

encontrada interaccion genotipo x ambiente (Dwivedi et al., 1996).

La composicion del aceite de mani ha sido relacionada a las diferentes variedades de mani.
Asibuo et al. (2008) sefialaron a las variedades tipo Virginia con menores contenidos de
grasas saturadas que los de tipo Spanish. Los genotipos de la variedad hypogaea mostraron
mayores contenidos de éacido oleico y de O/L, en promedio, que las variedades de mani
fastigiata, aequatoriana y peruviana (Grosso y Guzman, 1995). De la misma manera,
menores relaciones O/L fueron encontradas en cultivares tipo Spanish que en mani Runner o

Virginia (Bansal et al., 1993; Ldpez et al., 2001).

ELEMENTOS QUIMICOS

El mani contiene una considerable cantidad de elementos minerales para cubrir los

requerimientos dietéticos en los humanos y animales (Asibuo et al., 2008).

Es conocido que los minerales son importantes, no solo para la nutricion humana, sino
también para la nutricion de las plantas. Pequefias y grandes diferencias en el contenido de
minerales en los granos de mani, podrian ser debidas a diferencias en las condiciones
climaticas, estructura del suelo y temperatura ambiental, durante la maduracién de las

semillas (Ozcan, 2010).

Asibuo et al. (2008) sefialaron que en el mani las cantidades de micronutrientes fueron
significativamente nutricionales, debido a las pequefias cantidades necesarias para el cuerpo
humano; indicaron ademés que las cantidades de cobre, encontradas en 100 g, de mani son

suficientes para satisfacer los requerimientos diarios en humanos (Khalil y Chughatai, 1983).
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Diferencias significativas fueron encontradas entre cinco cultivares de mani en En Pakistan
cuanto a Na, K, Ca, P y Zn. El tostado del grano disminuyé los contenidos de elementos
minerales (excepto Na y ClI), pero increment6 los contenidos de proteinas, aceite, ceniza,
fibra, acido aspartico, serina, acido glutdmico, prolina y contenidos de fenilalanina (Khalil y

Chughtai, 1983).

Oupadissakoon et al. (1980a) encontraron diferencias altamente significativas entre cultivares
de mani del tipo Virginia y entre localidades para los contenidos de calcio del grano, los

cuales variaron entre 0,256 a 0,389 mg/100g.

Silva et al. (2006) establecieron valores de referencia de calcio, potasio, magnesio, hierro y
cobre en varias localidades maniceras de Argentina y no encontraron diferencias
significativas entre localidades estudiadas para Mg y Cu. Para la mayoria de los elementos
medidos dentro del rea agroecoldgica de cultivo diferenciaron una region homogénea en
cuanto a sus niveles de elementos minerales. Sefialan contenidos del elemento Ca entre 0,56 a
1,2 mg/g, citando como los mas elevados valores de 1,2 mg/g y 0,71 mg/g en mani en dos de

los departamentos muestreados.

Asibuo et al. (2008) sefialaron diferencias altamente significativas para los contenidos de K,
Na, Ca y Mg en el grano de 20 cultivares de mani; Ademas, encontraron variaciones entre
1180 a 1693 mg/100 g de K, entre 19 a 40 mg/100 g de Na, de 44 a 134 mg/100 g de Ca y de
308 a 456 mg/100 g de Mg. Sobre la base de esta variacion sefialaron la existencia de
diversidad para estos atributos deseables para ser usada en programas de mejoramiento de

esta especie.

Atasie et al. (2009) encontraron en grano de mani los siguientes minerales (mg/100g): K

(705,11+0,86), Na (42,00£0,71), P (10,55+0,68), Fe (6,97+1,62), Mg (3,98+0,04), Zn
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(3,20+0,11), Ca (2,28+1,94). Reportaron como elementos predominantes el potasio, sodio y
fosforo, e indicaron que el alto contenido del primero era esperado y es el mas alto en todos
los productos nigerianos. Por su parte, Ozcan (2010) en mani cosechado en Turquia sefiald
variaciones en los contenidos de sodio y fésforo entre 8,67 a 11,61 mg/100 g y 27,70 a 37,84

mg/100 g.

MICOBIOTA EN GRANOS DE MANI

El mani esta sujeto a contaminacién por mohos mas que otras especies cultivadas, debido a
que sus frutos se desarrollan de forma hipogea y tienen contacto directo con el suelo durante

todo su desarrollo, hasta la cosecha (Mazzani, 1989).

La aparicion de mohos contaminantes en un sustrato puede ser una importante sefial de la
presencia de micotoxinas y puede ser usado como método para prevenir la contaminacion por
toxinas. Bajos niveles de colonizacion por mohos han presentado también los méas bajos
niveles de aflatoxinas (Azaizeh et al., 1990). Sin embargo, muchas especies de mohos que
colonizan la semilla de mani no producen micotoxinas, pero deterioran la calidad de las
mismas y algunas son patégenos del cultivo, siendo importantes en la semilla para la siembra

(Mazzani, 1989).

Hanlin (1973) estudiando la distribuciéon de mohos asociados con frutos y semillas de mani,
procedentes de la zona manicera del sur este de EE.UU., encontraron 70 géneros y 146
especies de hongos. De ellos siete géneros y 60 especies fueron aisladas por primera vez de

frutos de mani, entre los que destacaron Deuteromycetes, Ascomycetes y Phycomycetes.

Andlisis de frecuencias de mohos en semillas de mani en Brasil revelaron contaminacion con

Aspergillus spp., Penicillium, Fusarium (Moraes y Mariotto, 1985; Rossetto, et al., 2005) y
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Rhizopus spp. (Moraes y Mariotto, 1985). También en Brasil, Prado et al. (1999) encontraron
los mohos Penicillium spp. (50,0%), Geothrichum (50,0%), Fusarium spp. (12,5%) vy
Cladosporium (12,5%) en semillas de cuatro genotipos de mani. Mohos del género

Aspergillus no fueron aislados.

Goncalez et al. (2006) al analizar la micobiota de granos de mani sobre el medio AFPA
(Aspergillus Flavus Parasiticus Agar) aislaron Fusarium spp. (30%), A. flavus (14%), A.
terreus (12%), Penicillium spp. (1%), Curvularia (0,8 %) y Beltrania (0,6 %); en el medio
DRBC (Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol) aislaron Fusarium spp. (22%), Penicillium
spp. (8,5%), A. terreus (8,5%), Rhizopus spp. (7 %), A. parasiticus (4,5%), Curvularia (1%),
Fusarium verticillioides (1%), Mucor spp. (0,6 %) y A. niger (0,5%). La mayor incidencia
de A. flavus ocurrié en la fase de llenado de grano (44%), seguido a la madurez del fruto
(34%) vy luego en el fruto seco (8%). El 56% de A. flavus aislado durante el llenado de granos

no fue aflatoxigénico.

Un total de 14 géneros y 28 especies de hongos fueron aislados de 12 muestras de mani
recolectadas en Pakistan. El total de las muestras de grano estaban infestadas por A. flavus.
Otros hongos encontrados fueron: Rhizoctonia solani (17%) y Alternaria citri  (17%),

Macrophomina phaseolina (33%) y Fusarium spp. (58%) (Rasheed et al., 2004).

Mas de dos tercios de los aislamientos de hongos procedentes de frutos de mani cosechados
en el estado de Georgia en los EE.UU. fueron Deuteromycetes, seguidos por Basidiomycetes,
Zygomycetes y Ascomycetes. Los principales géneros encontrados fueron Fusarium,

Alternaria, Aspergillus, Curvularia, Lasiodiplodia, Nigrospora y Rhizopus (Baird, 1993).

En Venezuela, son poco los trabajos que reportan estudios de micobiota en grano y/o semilla

de mani. Mazzani (1983) identificd 16 especies de mohos en granos de mani almacenados en
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el oriente del pais (citado por Mazzani, 1989). Asi mismo, Marquez y Mazzani (1985)
estudiando 16 genotipos de mani en cuanto a la colonizacion natural de sus semillas
reportaron 12 especies de mohos, predominando los géneros Aspergillus y Penicillium

(citados por Mazzani, 1989).

Mazzani y Layrisse (1992) evaluando la incidencia de mohos en mani bajo diferentes
regimenes de humedad encontraron una alta colonizacién de A. flavus y A. niger, ademas de

A. candidus, A ochraceus, Penicillium spp., Rhizopus spp. y Cladosporium sp.

CONTAMINACION POR AFLATOXINAS EN MANI

Las aflatoxinas son metabolitos secundarios, producidos por hongos del género Aspergillus,
los cuales constituyen una familia de compuestos quimicos con estructuras de
difuranocumarinas, que son potentes hepatocancerigenos naturales (Pildain et al., 2005).
Estas micotoxinas fueron descubiertas en 1960 debido a la mortandad de més de 100.000
pavos ocurrida en Inglaterra, la cual resultd de la contaminacién de alimento a base de mani

procedente de Brasil (Lancaster et al., 1961 citados por Xue et al., 2005).

Mohos toxigénicos del género Aspergillus son capaces de infectar un amplio rango de
cultivos incluyendo al mani. La contaminacion ocurre cuando los mohos productores de
aflatoxinas infectan las plantas o sus productos, bien durante el desarrollo del cultivo o
postcosecha (almacenamiento o transporte). Especies toxigénicas de Aspergillus incluyen A.

flavus, A. parasiticus y A. nomius Kurtzman, Horn & Hesseltine (Xue, 2004).

Aspergillus flavus y A. parasiticus son importantes en la colonizacién y contaminacién de
cultivos agricolas. Los cuatro tipos principales de aflatoxinas son B1, B2, G1 y G2. Las

aflatoxinas producidas por A. flavus son las B1 y B2, mientras que A. parasiticus produce dos
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aflatoxinas adicionales: la G1 y G2 (Payne, 1998, citado por Xue, 2004). La B1 se considera

la mas importante de las cuatro por ser la més tdxica (Pildain et al., 2005).

La FDA (Food & Drug Administration) en EE.UU. permite maximos niveles de aflatoxinas
de 20 ng/g para productos de mani destinados al consumo humano; la Unién Europea permite

solo 3 ng/g de aflatoxinas totales y 2 ng/g de aflatoxina B1 (Whitaker et al., 2005).

Las aflatoxinas tienen un importante impacto en la industria manicera de los EE.UU.. Para
ellos es altamente prioritario la reduccion de las aflatoxinas en el mani cultivado y vendido en
ese pais. Los stock de mani que mantienen los productores son divididos en grupos (I, Il y
I11) dependiendo del grado de dafios en el fruto y la deteccién visual de Aspergillus (Lamb y

Sternitzke, 2001).

La contaminacion por aflatoxinas ha sido relacionada con el aspecto de los frutos pequefios y
decolorados. En lotes de mani con 1 hasta 783 ng/g de aflatoxinas, mediante la seleccion de
frutos por tamafio y color se clasifico de manera efectiva la contaminacion por aflatoxinas
entre las varias categorias clasificadas segun el tamafio y color. La seleccién de frutos solo
por tamafio concentrd la presencia de aflatoxinas en las clases de menores tamafios. El
descarte por color en cada clase fue un método efectivo para concentrar los frutos
contaminados en las categorias sujetas a rechazo del producto. La concentracién de
aflatoxinas en frutos de la categoria aceptada fue entre 30 y 60% menor que la de los frutos

de una clase por tamario antes del descarte por color (Whitaker et al., 2005).

En Africa, el problema de las aflatoxinas es de salud publica, dado que las poblaciones
locales pueden consumir grandes cantidades de productos de mani contaminado. En un
muestreo realizado en mercados en Uganda, los mayores niveles de aflatoxinas fueron

encontrados en granos no escogidos y en harina blanca, mientras que el mani clasificado y la
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pasta oscura tostada tuvieron los méas bajos niveles, lo que pareciera indicar que la seleccion y

el tostado reducen los niveles de aflatoxinas en el mani (Kaaya et al., 2006).

Pildain et al. (2005) sefialaron que el conocimiento de las diferencias regionales en cuanto a
las caracteristicas morfol6gicas y toxigenicidad de las poblaciones de A. flavus ayuda a
entender la dindmica poblacional. Dicha informacion puede ser utilizada en la
implementacion de medidas de control efectivas para reducir la contaminacion por

aflatoxinas en el campo.

En un periodo de 20 afios altos porcentajes de muestras de mani contaminado con aflatoxinas
fueron detectados en Sao Paulo, Brasil. No obstante, las tasas de incidencia y los niveles de

aflatoxinas variaron afio tras afio (Sabino et al., 2006).

Cepas toxigénicas de A. parasiticus fueron recuperadas de suelo, restos de cosecha y semilla
de mani en agroecosistemas maniceros de la provincia de Cérdoba en Argentina, indicando
una importante fuente de aflatoxinas. Las poblaciones estudiadas mostraron baja diversidad

genética (Barros et al., 2006).

Algunos aislamientos de A. flavus son capaces de producir acido ciclopiazénico (ACP)
ademas de aflatoxinas; la presencia de ambas toxinas puede resultar en efectos sinergéticos.
Razas de A. flavus produciendo aflatoxinas y ACP fueron aisladas en muestras de mani en

Argentina (Fernandez et al., 2000; Pildain et al., 2005).

OCURRENCIA DE Aspergillus flavus Y LA CONTAMINACION POR

AFLATOXINAS

La contaminacion por aflatoxinas puede ocurrir en frutos y semillas cercanos a la cosecha,

durante la cosecha o el secado y curado en postcosecha, en el almacenamiento o transporte.
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El ambiente de los tropicos semiéridos favorece la contaminacion precosecha mientras, que

en areas himedas prevalece la contaminacion postcosecha (Upadhyaya et al., 2007).

La infeccion precosecha por Aspergillus spp. y los factores ambientales que dan lugar a la
colonizacién, infeccion de las semillas, de las plantas y la acumulacién de aflatoxinas han
sido estudiados en detalle (Mehan et al., 1991; Payne, 1998, citado por Xue, 2004; Mazzani,

1997; Horn, 2005; Upadhyaya et al., 2007).

El inoculo inicial de A. flavus en el mani se origina en el suelo (Horn, 2005). Las fuentes
potenciales de in6culo primario en el campo son esporas en el suelo, micelio que sobrevive
de una estacion a otra en restos de plantas y desechos en el suelo, insectos y esclerocios en el
suelo. Estos ultimos se forman en granos dafiados antes de la cosecha y se dispersan durante
la misma; una vez alli, sobreviven de un ciclo de cultivo a otro. La plagas de cultivos también

son fuentes de in6culo primario de A. flavus (Mazzani, 1997).

Autores han afirmado que la inoculacion y colonizacién dependen de la poblacion de
patdgeno en el suelo, de la temperatura y contenido de agua en el suelo (Upadhyaya et al.,
2007; Hill et al., 1983; Diener et al., 1987). Las condiciones mas importantes que favorecen
la invasion precosecha y la contaminacion por aflatoxinas en la semilla del mani son la
ocurrencia simultanea de muy altas temperaturas del suelo y estrés por sequia en fases tardias
del ciclo de cultivo (Upadhyaya et al., 2007). Hill et al. (1983) afirman que ni las altas
temperaturas, ni la sequia, por si solas pueden inducir altos niveles de contaminacion; y
explican que en condiciones de altas temperaturas y sequia en la zona de la geocarposfera, A.
flavus es capaz de desarrollarse cuando el crecimiento de A. niger (y otros microorganismos
asociados) ha cesado. La actividad del agua se acerca al minimo para el crecimiento de A.
flavus solo a temperaturas cercanas a 35 °C. En estas condiciones, se produce una extensa

infestacion de frutos inmaduros de mani por A. flavus y subsecuente contaminaciéon por
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aflatoxinas; en cambio, en suelo con altas temperaturas y humedades A. niger crece vigoroso

e inhibe la formacion o degrada las aflatoxinas producidas por A. flavus.

Por otra parte, en otro estudio fue reportada la colonizacion de semillas de mani por A. flavus
y A. niger en un amplio rango de actividad de agua (0,82-0,98 g de agua/g de peso seco) y
temperaturas (15-37 ° C). A. parasiticus colonizo las semilla de mani a menores temperaturas

que A. flavus (Horn, 2005).

Orum et al. (1999) sefialan un aumento en la densidad de propagulos de A. flavus en los
meses calientes de verano en Arizona, e indican que estos aumentos fueron consistentes con
reportes previos. Una correlacion positiva entre condiciones secas de final de ciclo y la
invasion de semillas de mani por A. flavus y la subsecuente contaminacion por aflatoxinas ha

sido reportada (Diener et al., 1987).

FAO (2004) reporta que los suelos mas arcillosos presentan mayor capacidad de retencion de
agua y, en consecuencia, es menos probable que se produzcan situaciones de déficit hidrico,
lo que puede explicar, en parte, que el mani cultivado en estos suelos presente una

contaminacion por aflatoxinas inferior a la media.

Hill et al. (1983) afirman que existen dos tipos claramente diferenciados de contaminacion
por aflatoxinas en mani sometido a estrés hidrico. Un tipo de contaminacién asociada a
dafios, principalmente por insectos del suelo, la cual causa niveles extremadamente altos de
aflatoxinas y la invasién es a través del suelo. El segundo tipo de contaminacion es
caracterizada por niveles moderados de aflatoxinas (hasta 1000 ng/g), es mas uniforme
(presente en todas las clases de mani), no se evidencia dafio aparente y el modo de invasion
no se conoce. Los autores sefialan que esta Ultima contaminacion es dificil de detectar y de

eliminar por métodos fisicos.
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Asi mismo, se ha reportado que variaciones diarias y semanales de los niveles de humedad y
de las temperaturas, en los primeros centimetros, del suelo proveen condiciones ideales para

el crecimiento de A. flavus (Diener et al., 1987).

La baja contaminacién por aflatoxinas (0,81 a 5,07 ng/g) encontrada en el grano de 12
genotipos, a pesar de una infestacion de A. flavus entre 3,3 a 14,7%, fue atribuida a elevados
contenidos de humedad del grano 2 dias antes de la cosecha (41,7 a 60,4%) y bajos (6,49 y
8,89%) antes del analisis de aflatoxinas, estando éstos por debajo del riesgo de contaminacién

por aflatoxinas (Rahmianna et al., 2004).

Diversos factores, ademas de la temperatura, humedad y otras condiciones ambientales del
entorno, juegan un papel significativo en determinar la severidad de la contaminacién por
aflatoxinas en un cultivo o en un lote en particular. Autores han sefialado que dafios
mecanicos y por insectos aumentaron la probabilidad de invasion por Aspergillus y la

consecuente acumulacion de aflatoxinas (Horn, 2005; Upadhyaya et al., 2007).

Dos factores reportados como importantes son la prevalencia de razas productoras de
aflatoxinas, en la flora fangica del cultivo, y su toxigenicidad relativa (Schroeder y Boller,
1973). Horn (2005) sefial6 que a pesar de haber encontrado bajas densidades de Aspergillus
seccién Flavi (< 1%) en el suelo, en relacién al nimero total de mohos filamentosos, el mani

fue colonizado preferiblemente por esta especie.

Nagarajan y Bhat (1973) sefialan que los resultados, por ellos obtenidos, indican claras
diferencias entre especies y variedades en la produccion de toxinas. Se ha demostrado que
razas de A. flavus productoras de aflatoxinas predominan en mani, no solo en presencia de
altos porcentajes de poblacidn del hongo; sino que las mismas tienden a ser mas productoras

de toxinas en comparacion a las encontradas en otros cultivos. En este sentido, el mani, como
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sustrato, ha resultado mas favorable para producir aflatoxinas que semillas de otras especies

de cultivos como el arroz, la soya y el algodon (Schroeder y Boller, 1973).

Nagarajan y Bhat (1973) consideraron que la variacion en la produccion de toxinas del hongo
estuvo intimamente relacionada con la inherente capacidad del aislamiento para producir la
toxina. Estos autores sefialan que la produccién de toxinas fue dependiente de la especie de
Aspergillus; A. parasiticus siempre produjo cantidades mayores de toxinas en comparacion
con A. flavus. A pesar de estas variables, las diferencias en la produccién de toxinas,

atribuibles al genotipo, fueron siempre demostrables.

Por su parte, Kishore et al. (2002) encontraron que aislamientos toxigénicos de A. flavus en
mani difirieron en la cantidad de aflatoxinas producidas. En general, los aislamientos fueron
diferentes en cuanto a su potencial para producir los distintos tipos de aflatoxinas, y sefialan

que la produccion también dependié del sustrato disponible y de las condiciones ambientales.

Por su parte, Xue (2004) encontraron interacciones significativas entre genotipos de mani y
razas dentro de especies de Aspergillus, lo cual sugiere que para la identificacion de
genotipos de baja y estable contaminacion por aflatoxinas podria ser usada una mezcla de
varias cepas aflatoxigénicas de A. flavus y A. parasiticus. Desde el punto de vista de
prevencion, son buscados genotipos que soporten una minima produccion de toxinas con la

mayor cantidad de aislamientos de A. flavus y A. parasiticus (Nagarajan y Bhat, 1973).

Varios estudios sobre la influencia de A. niger en la produccion de aflatoxinas han sido
conducidos. Este moho normalmente coexiste con A. flavus en el campo (Horn, 2005). Joffe
(1968) report6 una interaccion antagonica entre A. flavus y A. niger en suelos cultivados con
mani. Hill et al. (1983) encontraron una mayor incidencia de A. niger en condiciones de riego

que en época seca, y explican que esto puede haber impedido la contaminacién por
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aflatoxinas en granos de mani sin dafios o heridas. Al respecto, A. niger, asi como
Trichoderma viride, fueron encontrados como fuertes antagonistas, los mismos inhibieron el
crecimiento de A. flavus en un 66 y 87%, respectivamente. Asi mismo, una menor cantidad
de aflatoxinas B1 fue detectada cuando A. flavus crecid junto a estos hongos (Aziz y Shahin,

1997).

Horn (2005) sefialé que los mohos aflatoxigénicos (A. flavus y A. parasiticus), presentes en el
suelo, cominmente invaden la semilla de mani durante la maduracion, y la mayor
concentracion de aflatoxinas fueron encontradas en semillas con heridas. Por su parte, Will
et al. (1994) no encontraron correlaciones significativas entre la concentracion de aflatoxinas,
el porcentaje de colonizacion de semillas y frutos, y la densidad de poblacién de A. flavus en
el suelo, lo cual significa que la presencia del moho en el suelo no es un indicador util de la
produccién de aflatoxina. Sin embargo, Mehan et al. (1986) sefialaron correlacién positiva y
significativa entre la infeccion de semilla por A. flavus y el contenido de aflatoxinas B1, en
mani de cosecha tardia, con una magnitud de r= 0,76, 0,56 y 0,87, para los tres ciclos de
cultivo por ellos evaluados. Estos autores encontraron una marcada mayor incidencia de A.
flavus, en todos los genotipos, en la época mas tardia de cosecha que en los dos muestreos
mas tempranos. Nahdi (1996) también sefiala en mani un aumento de la poblacion de A.

flavus con la maduracion del cultivo.

Por su parte, Manda et al. (2004) encontraron mayores cantidades de aflatoxinas en frutos
juveniles que en maduros, asi como correlacion positiva entre azlcares, tales como glucosa,
fructosa y sacarosa con el total de aflatoxinas. Aparentemente, mohos del género Aspergillus
utilizan carbohidratos simples, mas abundantes en semilla inmaduras, como sustrato en la

sintesis de aflatoxinas.
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En Brasil, frutos de mani procedentes de cosechas tempranas mostraron una mayor
contaminacién por aislamientos del grupo de A. flavus, pero de menor potencial toxigénico

(Rossetto et al., 2005).

Jaime-Garcia y Cotty (2006) encontraron que la incidencia de las razas mas toxigénicas de A.
flavus estuvieron correlacionadas positivamente con el contenido de arcilla y negativamente
con el contenido de arena en suelos del Sur de Texas. También Griffin y Garren (1976)
sefialan que A. flavus puede mantener o aumentar su potencial de colonizacion en restos de
cosecha de centeno y frutos de mani y de restos de otras plantas; sin embargo, indican que la
textura del suelo pareciera ser mas importante que los tipos de tejido para aumentar el

potencial de inoculo para la colonizacién de frutos de mani.

Por su parte, Nahdi (1996) encontraron poblaciones mas altas de A. flavus en campos en los
que el mani habia sido cultivado el afio anterior, en comparacion con aquellos que fueron
dejados en barbecho. Asi mismo, encontrd poblaciones mas altas en la zona de fructificacion

del mani que en los suelos del sembradio.

Will et al. (1994) asociaron la inoculacién de A. parasiticus con una reducida emergencia y
supervivencia de plantas. La inoculaciéon de medio organico resulté con altos contenidos de

aflatoxinas en mani.

No se encontraron diferencias entre genotipos de mani referentes a la infestacion de semillas
por A. flavus y a la contaminacion por aflatoxinas, tanto para plantas testigo, como expuestas
a inoculo. Los coeficientes de infestacion de otros mohos no experimentaron diferencias

significativas por adiccion de inoculante (Mehan et al., 1988).

En suelos tropicales se han encontrado altas poblaciones de Aspergillus spp. de manera

natural y con una distribucion bastante uniforme (Mazzani y Layrisse, 1990).
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La contaminacion postcosecha por aflatoxinas es mas atribuible a un inadecuado
almacenamiento de los frutos y semillas. Las condiciones favorables para una alta incidencia
de los mohos toxigénicos, durante el almacenamiento, son altas humedades y temperaturas

(Upadhyaya et al., 2007).

INCIDENCIA DE Aspergillus spp. Y LA CONTAMINACION POR

AFLATOXINAS EN RELACION A GENOTIPOS DE MANI

GENOTIPOS DE MANI RESISTENTES A LA INFECCION POR A.

flavus Y CONTAMINACION POR AFLATOXINAS

Una de las estrategias para disminuir el riesgo de la contaminacion por aflatoxinas es el uso
de genotipos con resistencia a la infeccién por Aspergillus. Estos cultivares pueden ser de
gran interés para los agricultores y pueden jugar un importante papel en la prevencion de
contaminacion por aflatoxinas y las consecuentes pérdidas econémicas y riesgos de salud

(Upadhyaya et al., 2007).

La resistencia presente en genotipos de mani ante hongos fitopatdgenos (Cercosporidium
personatum y Sclerotium rolfsii) ha sido estudiada para su posible uso en la seleccion
indirecta de resistencia a la colonizacion a Aspergillus y a la contaminacion por aflatoxinas.
Al respecto, se lleg6 a la conclusion que los genes de resistencia para estos mohos no eran
eficientes para reducir la colonizaciéon de Aspergillus, ni la contaminacion precosecha de

aflatoxinas y no puede ser usada para seleccion indirecta (Holbrook et al., 1997).

Generalmente, cultivares de mani con alto potencial de rendimiento muestran reaccién de

susceptibilidad a la invasion por A. flavus (Kiran et al., 1988; Harish et al., 2005). Lineas de
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mani resistentes generalmente presentaron una baja ganancia en peso de semilla con relacién
al fruto, es decir, bajos porcentajes de almendra. Sin embargo, una moderada resistencia a la
invasion a A. flavus fue encontrada en lineas de rendimientos comparables a variedades
confiteras de alto potencial de rendimiento (Mutant 28-2 y TKG 19A). Dos lineas resistentes
resultaron superiores en cuanto al peso de 100 semillas, sobresaliendo para uso confitero.
Estos resultados indican la posibilidad de combinar resistencia a A. flavus con altos
rendimientos en cultivares de mani confiteros (Harish et al., 2005). Sin embargo, para el mani
confitero la calidad del grano es considerada mas importante que el rendimiento (Kathirvelan

y Kalaiselvan, 2006).

En el mani la resistencia a mohos productores de aflatoxinas puede ser de tres tipo:
resistencia a la infeccién del fruto (pared del fruto), resistencia a la invasién y colonizacion
de la semilla (cubierta de la semilla) y resistencia a la produccion de aflatoxinas
(cotiledones). El hongo tiene que penetrar la pared del fruto y la cubierta de la semilla hasta
alcanzar los cotiledones, de los cuales deriva su sustento (Upadhyaya et al., 2007). Fuentes de
resistencia de los tres tipos han sido reportadas. Mehan et al. (1988) sefiala que la resistencia
a la infeccién del fruto ha sido atribuida a la estructura de la céascara, mientras que la
resistencia a la invasion de la semilla y colonizacion ha sido correlacionada con su grosor,
densidad de las células en empalizada, ausencia de fisuras y cavidades y presencia de cubierta
de cera. No hay certeza del rol de compuestos fendlicos fungistaticos en la resistencia a la

colonizacién del grano.

Asi mismo, Shan et al. (2006) encontraron que germoplasma de mani con alta resistencia a la
infeccion por A. flavus present6 la testa de la semilla con las capas cerosa y epidérmica mas
gruesas; los genotipos de alta sensibilidad presentaron caracteristicas inversas. De igual

forma, los de mediana resistencia resultaron intermedios.
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Los genotipos P1-337409 y PI-337394 F, resistentes a la penetracion y colonizacion por
miembros del grupo A. flavus, han sido estudiados por Mixon y Rogers (1973), Wilson et al.
(1977), Mazzani (1989), Mehan et al. (1991), Anderson et al. (1995), Xue (2004) y Asis et
al. (2005). Mixon y Rogers (1973) reportaron al cultivar P1-337394 con un 5% de infeccion
por A. flavus en muestras de mani cosechadas y desgranadas a mano, con 6ptima maduracion,
en cinco evaluaciones independientes durante cuatro afios. El cultivar P1-337409 promedio
9% en condiciones similares. Por dos afios, y en las mismas condiciones las evaluaciones de

dos testigos susceptibles promediaron mas de 90% de infeccidn de semillas.

Estos genotipos, junto al J11, han mostrado resistencia estable a la colonizacion de A. flavus.
No obstante, cuando se refiere a la contaminacién por aflatoxinas, los niveles de resistencia
de estos materiales no son muy altos (Anderson et al. 1995). En este sentido, un apreciable
nivel de aflatoxinas fue encontrado en estos genotipos luego de 9 a 10 dias de
almacenamiento a 87-95% HR y entre 23 y 26 ° C. La accesion PI1-337394 F acumuld
aflatoxinas a 80% HR y 23 ° C en 9 dias. Los tipos de mani en los que A. flavus penetra con
dificultad pueden tener ventajas en campo, pero en almacenamiento a altas humedades y

temperaturas favorables el hongo causa deterioro (Wilson et al., 1977).

En el mismo sentido, la resistencia a la infeccion por Aspergillus y a la contaminacion por
aflatoxinas fue estudiada en la cubierta y cotiledones de seis genotipos de mani inoculados
con 21 aislamientos de Aspergillus de la zona manicera de Argentina. La resistencia fue
asociada con la integridad de la cubierta en los cultivares PI-337394, P1-337409, y J11, y la

del cultivar P1-337394 fue asociada también a los cotiledones (Asis et al., 2005).

Los mayores niveles de taninos fueron encontrados en la testa de la semilla de mani (23,9-
97,2 ng/g tejido) en comparacion con los cotiledones (0,17-0,82 ng/g tejido). Extractos de

taninos inhibieron significativamente el crecimiento de A. parasiticus y redujeron los niveles
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de aflatoxinas producidos. En general, no se encontrd correlacion entre genotipos de mani y
la influencia de extractos de taninos en el crecimiento de A. parasiticus y la produccién de
aflatoxinas; sin embargo, en algunos genotipos en particular, como P1-337409 y TX-798736,

fueron encontradas correlaciones de 0,93 y 0,85; respectivamente (Azaizeh et al., 1990).

La resistencia a la invasion y colonizacion de A. flavus en semillas maduras rehidratadas ha
sido confirmada. Algunos cultivares con resistencia a la colonizacion de mohos han mostrado
resistencia a la invasion por A. flavus. No se ha encontrado cultivares con completa
resistencia a la produccion de aflatoxinas, pero si han sido encontradas diferencias
significativas en las cantidades de aflatoxinas producidas en semillas inoculadas con razas

toxigenicas de A. flavus (Mehan y McDonald, 1984).

Por el contrario, Xue (2004) report6 que algunos genotipos con resistencia a la colonizacién
de semillas por mohos toxigénicos resultaron buenos sustratos para la producciéon de
aflatoxinas, mientras que otros susceptibles a la colonizacion fungica no presentaron altos
niveles de produccion de aflatoxinas. Esta autora sefial6 que especies Aspergillus y las razas

tuvieron mas efecto en la produccion de aflatoxinas que el producido por el genotipo de mani.

Prado et al. (1999) estudiando niveles de aflatoxinas B1 en la semilla de cuatro cultivares de
mani, natural y sometida a autoclave, encontraron diferencias significativas entre cultivares,

indicando las posibilidades de explorar resistencia varietal para el control de aflatoxinas.

COMPOSICION DEL GRANO, ESTRES HIDRICO, INFECCION

POR A. flavus Y CONTAMINACION POR AFLATOXINAS

Shan et al. (2006) encontraron que las variedades de mani con mayor resistencia a A. flavus

tuvieron mayor contenido de acido oleico y proteinas, y menor contenido de acido linoleico
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y grasa. Los contenidos de acido palmitico y azlcares totales no mostraron relacion positiva

con la resistencia a A. flavus.

Por otra parte, concentraciones de linoleato en el aceite de semilla de genotipos de mani han
sido reportadas para predecir la produccion de aflatoxinas (Hershey, 2007; Xue et al., 2005).
Usando las concentraciones de &cido grasos como variables independientes, en andlisis de
regresion mdaltiple, el linoleato aportd el 39 al 44% de la variacion entre lineas para
aflatoxinas B1 y B2. El oleato aportd una sustancial variacion adicional (27 al 29%). Las
lineas con bajo contenido de acido linoleico consistentemente presentaron mayor contenido
de aflatoxinas, mientras que las lineas con contenidos normales a altos de este acido graso
produjeron cantidades variables. Por su parte, el nivel de oleato no afect6 el crecimiento,
color o desarrollo de colonias de A. flavus, pero si influenci6 significativamente (p < 0,05) el
contenido de aflatoxinas B1, B2, y totales. A pesar que las concentraciones de acidos grasos
explicaron una significativa proporcién de variacion genética, los autores sefialan que no es
practico su uso para predecir la susceptibilidad a contaminacién por aflatoxinas,

especialmente para lineas con rango normales de oleato y linoleato (Xue et al., 2005).

En el marco de un proyecto Europeo conducido por el Centro Internacional para la
Investigacion en el Desarrollo Agricola (CIRAD), en Africa, un criterio tomado en cuenta
para la tolerancia a las aflatoxinas en mani fue la tasa de madurez de la semilla. Las
variedades de ciclo corto, que producen semillas pequefias y maduran mas rapido son mas
resistentes a las aflatoxinas en el mani. Ademas, el estrés hidrico al final del ciclo del cultivo
interrumpe el metabolismo de los lipidos de los cultivares susceptibles, mas que en los
cultivares resistentes. Se ha encontrado que la composicion de los acidos grasos difiere
dependiendo si el cultivar es o no resistente a aflatoxinas, por lo que se asume como otro

parametro ligado a los mecanismos de resistencia del mani antes de la cosecha. Cinco genes
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en términos de resistencia a aflatoxinas han sido identificados. Algunos de ellos estan
involucrados con el metabolismo de los lipidos. Los resultados sugieren que el mani tiene
mecanismos de proteccién celular para limitar los dafios causados por la falta de agua;
ademds, una vez que el agua se encuentra nuevamente disponible, el cultivo tiene
mecanismos de reparacion. Estudios de expresion de estos cinco genes mostraron que estan
todos regulados por déficit hidrico. En Senegal, el CIRAD ha puesto a disposiciéon de los
agricultores variedades con resistencia al estrés hidrico desarrolladas a partir de padre

resistente a aflatoxinas (Hershey, 2007).

En Venezuela, Mazzani y Layrisse (1990) encontraron porcentajes de colonizacion por A.
flavus del 4 y 7% en semillas del cultivar P1-337394, y un 10 y 12 % en el cultivar P1-337409
en ensayo bajo riego y con estrés por sequia, respectivamente. Este Gltimo genotipo fue

considerado con incidencia intermedia junto a Florunner, Florigiant y 15607.

Métodos adecuados para estudios de estrés por agua han sido desarrollados. Aislando los
frutos de la zona de la raiz e imponiendo el estrés solo a la region de los gindforos y frutos,
fueron encontrados altos niveles de infeccion por mohos y también una alta acumulacion de
aflatoxinas precosecha. Variabilidad entre 11 genotipos estudiados fue observada en cuanto a
contaminacién por aflatoxinas; sin embargo, ningin genotipo resultd significativamente

mejor que los testigos (Anderson et al., 1996).

COLONIZACION DE SEMILLAS IN VITRO Y LA INFECCION

NATURAL Y LA PRODUCCION DE AFLATOXINAS EN CAMPO

Las relaciones entre la colonizacion de semillas in vitro, la infeccion natural y la produccion
de aflatoxinas en campo no estan claras. Upadhyaya et al. (1997) reportaron que la

colonizacidn de semilla in vitro y la infeccién de semilla en campo son dos eventos genéticos
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independientes. La mayoria de las lineas probadas por Mehan et al. (1988) no mostraron

resistencia a la infeccion de semillas precosecha.

Doscientos setenta genotipos de mani fueron ensayados ante resistencia a la invasion y
colonizacién de A. flavus, inoculando artificialmente la semilla con una cepa altamente
toxigénica (productora de Aflatoxina B1). De acuerdo a la incidencia del moho, en total
fueron identificados cuatro genotipos altamente resistentes (< 15%), 10 moderadamente

resistentes (16-30%) y 15 moderadamente susceptibles (30-50%) (Siulin et al., 1996).

Otros estudios in vitro para blsqueda de resistencia a la contaminacion por aflatoxinas han
identificado germoplasma con resistencia precosecha estable bajo diferentes condiciones de
laboratorio y estrés por agua. Los autores sefialan la importancia de incorporar lineas
resistentes a la contaminacion por aflatoxinas a programas de mejoramiento genético (Wang

et al., 2004).

Por su parte, Xue (2004) sefial6 que el tipo de resistencia in vitro depende que la testa esté
completa, y el caracter condicional de este tipo de resistencia limita su utilidad en
condiciones de campo. Sin embargo, Mehan et al. (1986) encontraron que, para los genotipos
utilizados, aquellos que presentaron resistencia a la colonizacién in vitro tuvieron niveles
significativamente mas bajos de infeccion natural de semillas, por el hongo, que los genotipos
que mostraron susceptibilidad a la colonizacién in vitro. Los autores sefialaron que estos
resultados indican claramente resistencia en campo a la infeccion de las semillas por A. flavus
y otros hongos, en genotipos que poseen resistencia in vitro. Los mismos autores sefialaron
que en laboratorio se determina la capacidad de A. flavus de penetrar y colonizar la testa de
la semilla; mientras que en el campo, la invasion de semillas por A. flavus se ve influenciada

por factores como la resistencia de la cascara y estrés por agua.
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MEJORAMIENTO GENETICO A LA CONTAMINACION POR

AFLATOXINAS

Estimados de heredabilidad entre 56 y 87% han sido obtenidos para la infeccion precosecha
de semilla de mani (Upadhyaya et al., 1997). Por su parte, Xue (2004) a través de una
poblacion desarrollada del cruce entre el genotipo resistente PlI 290626 con el cultivar
susceptible Gregory para estudiar la herencia de la resistencia a la produccidon de aflatoxinas,
obtuvo una varianza genética no aditiva, indicando que la seleccion en la poblacién serd

inefectiva en las primeras generaciones segregantes.

Una alta y significativa interaccion genotipo x ambiente ha sido reportada para la
contaminacion por aflatoxinas en mani (Upadhyaya et al., 1997; Nigam et al., 2009).
También se ha reportado una alta influencia ambiental en la expresion de la resistencia a la
colonizacién fangica (Mazzani, 1989). Resultados de estudios han demostrado la necesidad
de llevar a cabo ensayos repetidos para la identificacion de fuentes de resistencia estables a la

colonizacién de semillas por A. flavus (Harish et al., 2005).

A pesar de la significativa interaccidn genotipo x ambiente, Mehan et al. (1991) reportaron
algunas accesiones del banco de germoplasma del ICRISAT con consistente resistencia a la
infeccion de semilla por A. flavus, tanto en la India como en Senegal. La mayoria de estas
lineas también mostraron resistencia a la colonizacion in vitro, mostrandose de especial

interés para la resistencia a aflatoxinas.

Recientemente, Nigam et al. (2009) sefialaron que la genética de los mecanismos de
resistencia no esta claramente establecida. Ademas, la relacion alélica entre diversas fuentes
para cada caracter de resistencia tiene que ser esclarecida para definir mejores estrategias

para el mejoramiento de la resistencia a la contaminacion por aflatoxinas. Asi mismo afirman
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que a pesar de los esfuerzos globales, el progreso en el mejoramiento de la resistencia a
aflatoxinas ha sido limitado debido al bajo nivel de resistencia de los diferentes componentes
de la misma (infeccidn de semillas precosecha y produccion de aflatoxinas, y la colonizacién
in vitro de semillas de A. flavus), al comportamiento variable dada la alta interaccion
genotipo x ambiente, a la falta de protocolos confiables para la evaluacién y al limitado

conocimiento de la genética de la resistencia.

Xue (2004) no encontré una fuerte correlacion entre la resistencia in vitro a la colonizacion
por A. flavus, resistencia a la colonizacion en campo y la contaminacion precosecha de
aflatoxinas, de manera tal que deberia ser posible combinar alta resistencia de cualquiera de

éstos tipos, con la produccion de aflatoxinas en un solo genotipo.

Nigam et al. (2009) afirman que la resistencia genética disponible en combinacién con
sencillas practicas de manejo postcosecha pueden ser una opcion efectiva para mitigar la
infeccion de semillas por A. flavus y la contaminacién por aflatoxinas en las explotaciones

agricolas en mani.
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MATERIALES Y METODOS

SELECCION DE LOS GENOTIPOS

Los genotipos de mani evaluados sobre la base de caracteristicas de fruto y semilla, quimicas
y micotoxicolégicas correspondieron a: variedades comerciales, lineas y/o germoplasma
promisorios en cuanto a rendimiento y caracteres de fruto y semilla, dos cultivares resistentes
y un cultivar susceptible a A. flavus de la coleccién de germoplasma de mani del INIA
(Instituto Nacional de Investigaciones Agricolas) y un cultivar de alto contenido de acido

oleico en su aceite

En este sentido, los 10 genotipos fueron: ‘Tamrun 96’ (variedad comercial tipo ‘runner’ de
EE.UU.); ‘15607 (cultivar cubano con buena adaptacion en zona productora del oriente del
pais y con buen comportamiento ante ataque de mohos del género Aspergillus); ‘PI1-337394°
y ‘P1-337409° (entradas de la coleccion de germoplasma reportadas en la literatura como
resistentes a A. flavus, y utilizadas como testigos resistentes); ‘Spanish 503°, ‘San Martin’,
‘Raleigh Acc. 323’ y ‘5231’ (cultivares seleccionados de la coleccion por presentar elevados
rendimientos y buenos caracteres de frutos y semilla para confiteria; y ‘TMV 2’ (testigo
susceptible a A. flavus segin Mehan et al., 1991), ‘OL-01" (variedad comercial americana de

alto contenido de acido oleico), (Cuadrol).

FECHAS DE SIEMBRA, DISENO EXPERIMENTAL Y

CONDICIONES DE MANEJO DE LOS ENSAYOS DE CAMPO

Los 10 genotipos seleccionados fueron sembrados en cuatro ambientes de dos localidades, a
saber: en campo de agricultor en la localidad de Carapa y en el campo experimental del

INIA-Anzoategui en EIl Tigre, Estado Anzoategui, en fecha 15 de agosto de 2007 y el 05 de
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julio de 2008 y en el campo experimental del Centro Nacional de Investigaciones
Agropecuarias (CENIAP) en Maracay, Estado Aragua, sin inoculacion con A. flavus con
fecha de siembra 22 de octubre de 2007 y con inoculacién con A. flavus con fecha de siembra
01 de agosto de 2008. Las localidades de El Tigre y Carapa fueron seleccionadas por ser zona
de siembra del cultivo del mani y Maracay por ser la localidad donde fueron llevados a cabo

los experimentos y donde es conservado el banco de germoplasma de la especie en estudio.

El cultivar alto oleico OL-01 fue sembrado solo en los ensayos de El Tigre y Maracay con
inoculacion. El ensayo del ambiente de Carapa resulté perdido por condiciones de elevado
estrés hidrico y ataque de plagas, que mermo el nimero de plantas; y razon por la cual en ese

ambiente se llevé a cabo solamente la evaluacion de poblaciones de mohos en el suelo.

El campo experimental del CENIAP esta ubicado a 455 metros sobre el nivel del mar, 10°17’
LN y 67°37” LO. Los suelos son de textura franco-arenosa. La zona posee una precipitacion
pluvial media anual de alrededor de 1000 mm y temperaturas medias mensuales de 24 - 26 °
C. De acuerdo a las zonas de vida de Venezuela el clima de la regién corresponde a bosque
seco tropical (Ewel y Madriz, 1968). Los datos climaticos del periodo de los ensayos de

campo llevados a cabo en esa localidad son presentados en el Anexo 1.

El campo experimental del INIA-Anzoategui pertenece al bosque seco tropical (Ewel y
Madriz, 1968), con una vegetacion tipica de sabana, presentando una elevacion aproximada
de 270 metros sobre el nivel del mar, con promedio de precipitacion anual de 1.100 mm y
una temperatura media anual de 25°C. Son suelos de textura arenosa, desaturados con
capacidad de intercambio de baja a muy baja y las arcillas son de tipo caolinitico (Luque y
Avilén, 1976). La informacion del clima del Campo Experimental del INIA Anzoategui en el

lapso del ensayo se muestra en el Anexo 1.
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Cuadro 1. Procedencia, tipos comerciales y clasificacion botanica de los diez cultivares de mani incluidos en el estudio

: TIPO
CULTIVAR CRITERIO DE SELECCION PROCEDENCIA COMERCIAL SUBESPECIE

Cultivar comercial sembrado en la
TAMRUN 96 * zona productora del oriente del pais EE.UU. RASTRERO HYPOGAEA

Cultivar probado semicomercialmente
en la zona productora del oriente del

15607 pais, de buen comportamiento ante CUBA SPANISH FASTIGIATA
Aspergillus spp. >

Reportada como resistentes a A.

P1-337394 flavus, (testigo resistente) ™ %3 EE.UU. VALENCIA FASTIGIATA
Reportadas como resistentes a A.

P1-337409 flavus, (testigo resistente) "% EE.UU. VALENCIA FASTIGIATA
Resistente a viruela tardia, Cercospora

- 5 ’ VULGARIS X

SPANISH 503 arachidicola URUGUAY SPANISH EASTIGIATA
Cultivar promisorio para rendimiento

SAN MARTIN y caracteres de frutos y semilla PERU VIRGINIA HYPOGAEA
Cultivar promisorio para rendimiento

RALEIGH ACC. 323y caracteres de frutos y semilla U.S.A. VIRGINIA HYPOGAEA
Cultivar promisorio para rendimiento

5231 y caracteres de frutos y semilla COLOMBIA VIRGINIA HYPOGAEA

. . 3
T™MV 2 Testigo susceptible a A. flavus EE.UU. RASTRERO  HYPOGAEA
OL-01 Cultivar con grano de aceite de alto EE.UU. RASTRERO HYPOGAEA

contenido de 4cido oleico

Fuentes: 1: Liang et al. (2006); 2: Mazzani (1989); 3: Mehan et al. (1991); 4: Smith, et al. (1998); 5: USDA/ARS (2007).



El disefio experimental utilizado fue de bloques completos al azar con tres repeticiones. La
parcela de siembra o unidad experimental consté de 18 m? para cada genotipo, lo que
correspondio a 4 hileras de 5 m de largo separadas a una distancia de 0,90 m, para realizar
una cosecha efectiva de las 2 hileras centrales de cada parcela. Fueron sembradas 6 plantas
por metro lineal para un total de 120 plantas/parcela. El total de parcelas en cada ensayo fue

de 30, correspondientes a 10 genotipos en 3 repeticiones.

En El Tigre, Edo. Anzoategui, debido a la acidez del suelo presente en las sabanas de la Mesa
de Guanipa es requerida la practica de encalado para garantizar el llenado del fruto; 10 dias
antes de la siembra se encal6 en dosis de 1.200 kg/ha. En ambas localidades, el control de

plagas y enfermedades se realizé segun la aparicion y severidad del ataque de las mismas.

La cosecha fue realizada teniendo en cuenta el ciclo de cada material y los primeros signos de
madurez del fruto como aumento en la reticulacion del exocarpo, cambio del color del
mesocarpo de blanco a marrén oscuro, cambio de color de la testa de la semilla de blanco a
rosado claro (Sanders, et al., 1982). En este sentido, 10 dias antes de cumplirse el ciclo
promedio de cada genotipo, se iniciaron muestreos de semilla interdiarios sobre la base de 10
frutos tomados al azar de cada parcela de siembra, sobre los cuales se evaluaron los signos
descritos para proceder a la cosecha. Las fechas de cosecha de los materiales en estudio
variaron desde 101 hasta 125 dds en El Tigre; 113 a 136 dds en el ambiente de Maracay no

inoculado y 110 a 125 dds en el ambiente de Maracay no inoculado.

INOCULACION DE Aspergillus flavus EN EL SUELO

El suelo de dos ensayos repetidos, llevados a cabo en El Tigre y Maracay (afio 2008), fue
inoculado con el aislamiento de A. flavus Ospino | B, altamente aflatoxigénico (2500 ng/g),

suministrado por el laboratorio de Micotoxicologia, Instituto de Quimica y Tecnologia de la
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Facultad de Agronomia, U.C.V. y proveniente de maiz de la localidad de Ospino, estado
Portuguesa. EIl aislamiento fue seleccionado por ser altamente aflatoxigénico. Aspergillus
flavus, ademas de saprofitico, es también oportunista como patégeno, con un amplio rango
hospedero especifico, prefiriéndo al mani (Horn, 2005) y es ampliamente adaptado a
diferentes condiciones agroecoldgicas (Jaime-Garcia y Cotty, 2006). Por otra parte, Cotty y
Mellon (2006) sefialaron que los hongos que causan la contaminacion de un cultivo por
aflatoxinas no necesariamente estan, primeramente, adaptados a ese cultivo; ademas, los
autores sefialan que la rotacion maiz-mani agudiza la severidad de aflatoxinas en ambas
especies. Orum et al. (1997) sefialaron que la rotacion de cultivos explicé poca de la
variacién dada por la composicién de la cepas. Por las razones expuestas, fue utilizado este
aislamiento para la inoculacion de los ensayos de campo, ain cuando el mismo procediera de
una zona productora de maiz, diferente a donde se sembraran los ensayos, y aislado de ese

cultivo.

La inoculacion fue llevada a cabo para asegurar la suficiente presencia del moho productor de
aflatoxinas en la region de fructificacion del mani. El inoculo fue preparado por el método de
medio-organico (Will et al., 1994) usando como sustrato base maiz partido estéril,
previamente acondicionado a 25% de contenido de humedad, el cual fue inoculado con

conidios del hongo de 10 dias e incubado a temperatura ambiente por tres dias (Fig. 1).

De acuerdo a lo recomendado por Holbrook et al. (2000) se utiliz6 10 ml de indculo por cada
114 g de maiz. La inoculacidn se llevo a cabo a los 40 dias después de la siembra en fecha 11
de agosto de 2008 en El Tigre y el 08 de septiembre de 2008 en la localidad de Maracay;
cuando todos los genotipos presentaron por lo menos el 50% de floracion en todas las
parcelas de siembra. Cada hilera de siembra fue inoculada con alrededor de 93 g de maiz

infestado, arrojando el inoculo en la zona de fructificacidn de las plantas (Fig. 2).
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Figura 1. Preparacion del indculo de Aspergillus flavus Link ex Fries, aislamiento toxigénico
Ospino | B, a través del método orgéanico. A. Raspado del aislamiento de 10 dias de
sembrado. B. Suspension de esporas. C. Inoculacion del medio orgéanico.

Figura 2. Inoculacion en ensayos de campo. A) In6culo de Aspergillus flavus Link ex Fries,
aislamiento toxigénico Ospino | B a los tres dias de incubacion. B) Aplicacion del indculo en
ensayo de campo. C) Detalle del in6culo en el suelo.

CUANTIFICACION DE LA INCIDENCIA DE MOHOS EN GRANOS

La incidencia total de mohos y de A. flavus en los granos de mani, cosechados en los ensayos
de campo, fue realizada en el laboratorio de Micotoxicologia, Instituto de Quimica y

Tecnologia de la Facultad de Agronomia, U.C.V. por el método de siembra directa de 100
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granos enteros (sin dafios mecanicos ni por insectos) de cada genotipo por repeticion y

localidad.

Los granos fueron previamente desinfectados con hipoclorito de sodio (NaClO) al 0,5%
durante 30 segundos, lavados 5 veces con agua destilada estéril (ADE), secados en placas de
Petri con papel filtro estéril y sembrados en medio de cultivo Malta Sal Agar (pH 5,8) a

razén de 10-12 granos/placa e incubados a temperatura ambiente durante 7 dias.

Después de la incubacion, se procedié a evaluar el nimero de granos de mani colonizados
por A. flavus con lupa estereoscOpica, asi como A. niger, A. terreus y el total de mohos.
Fueron tomados como granos colonizados aquellos que presentaron colonias esporulantes del
hongo o por lo menos un conidiéforo emergiendo del grano. Los resultados fueron
expresados como el promedio de los porcentajes de granos colonizados (Mazzani, 1989;

Singh et al., 1991).

La escala utilizada para establecer el grado de incidencia de las especies de mohos en
particular y de los mohos totales, fue la propuesta por Mazzani (1998) segin sea la

incidencia: baja (0-15 %), intermedia (16-30 %) y alta (=30 %).

Con el objeto de comprobar las especies de mohos encontradas en los granos de los
cultivares, los mismos fueron aislados mediante un raspado superficial de los granos y
sembrando la muestra en placas con el medio de cultivo agar Papa-Dextrosa (PDA)
adicionandole 100 mg/I de cloranfenicol y 50 mg/l de ampicilina para inhibir bacterias. Las
placas fueron colocadas en una incubadora durante 7 dias a 27 °C en completa oscuridad. Las
colonias se trasfirieron a nuevas placas con medio PDA hasta lograr su purificacion.
Posteriormente, fue realizada la caracterizacion morfolégica macro y microscopica de cada

hongo, comparando los resultados con lo reportado por Singh et al. (1991).
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CUANTIFICACION DE LA POBLACION DE Aspergillus flavus EN

EL SUELO

Las poblaciones de las especies de Aspergillus presentes en el suelo donde fueron
establecidos los ensayos de campo, fueron cuantificadas al momento de la siembra (0 dias

después de la siembra, dds) y a los 95 dias de cultivo (95 dias después de la siembra).

En cada ensayo de campo fueron tomadas muestras compuestas de suelo provenientes de la
mezcla de seis submuestras recolectadas al azar a una profundidad entre 0 y 10 cm, en las dos
hileras centrales de cada parcela de siembra y en cada repeticién. Las muestras fueron

cernidas con tamiz de malla de 4 mm y mezcladas hasta uniformizar (Mazzani, 1989).

Las poblaciones de A. flavus, asi como de los deméas mohos en el suelo fueron determinadas
en el laboratorio de Micotoxicologia, Instituto de Quimica y Tecnologia de la Facultad de
Agronomia, U.C.V., a través del método de contaje en placa. Con las muestras de suelo de las
dos localidades en estudio fueron realizadas diluciones seriadas (Warcup, 1955), para lo cual
fueron pesados 25 g de suelo y transferidos a 225 ml de agua peptonada al 0,1 % (diluente)
para obtener la dilucién 107, luego 10 ml de ésta fueron transferidos a 90 ml del mismo
diluente para obtener la dilucién 10, De ésta Gltima se vertié 1 ml en 9 ml del diluente para
lograr la dilucion 10, y asi sucesivamente hasta alcanzar la dilucién 10®°. Cada dilucién fue
sembrada por incorporacién en placas de Petri con medio Dicloran Rosa de Bengala
modificado por King et al. (1979) denominado Dicloran Rosa de Bengala Cloranfenicol. Una
vez sembradas las placas de Petri contentivas del medio de cultivo fueron incubadas a
temperatura ambiente durante 7 dias, al cabo de los cuales fueron cuantificadas las
poblaciones de A. flavus y de los otros mohos en las placas que tuvieron entre 15 y 150

unidades formadoras de colonias (ufc)/g de suelo.
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CUANTIFICACION DE AFLATOXINAS EN LOS GRANOS DE LOS

GENOTIPOS BAJO ESTUDIO

Para cuantificar las aflatoxinas se utilizo el método de Cromatografia de Afinidad
desarrollado por la empresa VICAM Science Technology, EE.UU. (Hansen, 1993). Fueron
utilizadas columnas de afinidad con anticuerpos monoclonales especificos para aflatoxinas.
La prueba a utilizar fue Aflatest, con un limite de deteccién precisa de 2 ng/g. Las
determinaciones fueron realizadas en el laboratorio de Micotoxicologia, Instituto de Quimica

y Tecnologia de la Facultad de Agronomia, U.C.V..

La metodologia a seguir fue la utilizada por Mazzani (1998) y fue realizada en tres etapas:

extraccion, cromatografia de afinidad y fluorometria:

Extraccién: fue utilizado el grano de cada genotipo en cada repeticion y en cada localidad, a
razon de 25 g de muestra previamente molida en seco durante 1 min. a alta revolucion; luego,
mezclada con 5 g de NaCl grado analitico, y licuada con 125 ml de solucién de metanol-agua
(60%) a alta revolucién por 1 min. ElI NaCl fue utilizado para limpiar la muestra de ceras y
grasas para evitar la formacion de emulsiones durante la extraccion. La suspension obtenida
fue filtrada a través de papel Whatman N° 1. De la suspension filtrada fue tomada una
alicuota de 20 ml a diluir con 20 ml de agua destilada. El extracto fue pasado a través de

filtro microfibra, para obtener un filtrado cristalino utilizando papel de microfibra de vidrio.

Cromatografia de afinidad: una alicuota de 5 ml del extracto diluido fue circulada a través de
la columna de Aflatest-P, acoplada al sistema de bombeo del equipo, a 1-2 gotas/seg. Sin

dejar secar la columna, se realizaron dos lavados de la misma con 10 ml de agua destilada.

Seguidamente, la toxina atrapada en la matriz de anticuerpos, fue eluida con 1 ml de metanol

puro grado HPLC hacia un tubo de borosilicato de pequefio calibre. Fue utilizada una
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columna para cada muestra, por cuanto al eluir la toxina con metanol queda destruida la
matriz de anticuerpos. Con el fin de proceder a la fluometria fueron afadidos los reveladores
a compuestos mas fluorescentes (1 ml del eluido + 1 ml de solucion de bromo 0,02 % para

aflatoxinas).

Fluorometria: la cuantificacion de la toxina fue realizada indirectamente midiendo la
fluorescencia de las muestras. Para ello fue utilizado un Fluorémetro Tor-bex-Fx-100, Serie 4
(VICAM), previamente calibrado antes de cada serie de determinaciones utilizando
estandares conocidos de concentraciones de la toxina. Seguidamente el extracto de la muestra
(toxina + metanol + revelador) fue introducido al equipo y al cabo de 1 minuto fue realizada

la lectura en ng/g.

DETERMINACION DE CONTENIDO DE PROTEINAS

La cantidad de proteina cruda presentes en los granos de los genotipos en estudio fue
determinada segin la norma venezolana COVENIN 1195-80 por el método de Kjeldahl
(COVENIN, 1980); el cual se basa en la transformacion del nitrégeno contenido en la
muestra en sulfato de amonio mediante la digestion con &cido sulfarico en presencia de un
catalizador. El ion amonio obtenido se transforma en medio basico en amoniaco que se

destila y valora con una solucién de &cido patron.

Los analisis de proteinas, asi como las demas determinaciones quimicas (contenido de aceite,
perfil de acidos grasos, azucares y Ca, Fe, Mg y P) fueron realizados en el laboratorio

SEDICOMVET, C.A. ubicado en Maracay, Estado Aragua.

El procedimiento fue el que se describe a continuacion. Se colocé 1 g +/- 0,1 mg de la

muestra en el tubo de digestion Kjeldahl, y se afadieron 15 g de sulfato de potasio, 5 g de
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sulfato de cobre, 10 ml de H,O, y 25 ml de acido sulfurico 96%. Se mezcl6 por rotacion, y
luego fue colocado en el tubo de digestion, se calentd 15 min. a80° Cy 15 min. a 150° C. Al
estar el liquido transparente, con una coloracion azul verdosa, se dejé en ebullicién al menos
hora y media a 390 ° C. Luego, a llegar a temperatura ambiente se afiadié 100 ml de agua
disolviendo el sulfato de potasio cristalizado. Para la destilacion, en un Erlenmeyer de 250 ml
se colocaron 25 ml de &cido bérico (4%) e indicador mixto (Rojo de Metilo-Azul de
Metileno). La valoracion se hizo hasta la coloracion original, violeta, con &cido clorhidrico
0,1 mol/l (0,1 N). Se efectud prueba en blanco, utilizando 5 ml de agua en vez de la muestra,
siguiendo todo el procedimiento (AOAC, 1995). Los resultados se expresaron en % N X

factor, utilizando el factor 5,46 recomendado para mani (McWatters et al., 1976).

DETERMINACION DE CONTENIDO DE ACEITE Y ACIDOS

GRASOS

La determinacién cuantitativa de aceite y acidos grasos de la fraccién de metil ésteres del
aceite fue realizada por métodos estandar de analisis por Cromatografia de Gases acoplado a
Detector de Masa, previa derivatizacion a ésteres volatiles (COVENIN, 2002). Datos de
cromatografia mas robustos y reproducibles son obtenidos si los &cidos grasos son derivados
de los metil ésteres, lo cual requiere la hidrolisis de los triglicéridos y la metilacion de los

acidos grasos resultantes.

Fue utilizada la columna DB 23 (fase estacionaria cianopropil, isomeros cis y trans, VF-5ms
Varian 30m x 0,25 mm x 0,25 mm. P/N 122-5532). La separacion metil ésteres de los &cidos
grasos con cianopropilo presenta alta resolucion, puede detectar acidos grasos con mayor
insaturacion y permite la separacion de isémeros cis y trans, debido a una interaccion mas

fuerte con los ciano-dipolos, esto causa que los isomeros trans se arrastren antes que los cis.
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Para los analisis, los estandares, fueron adquiridos en mezcla pura de 100 mg de metil ésteres
de 4cidos grasos de C4 a C24. La mezcla completa fue diluida en 10 ml de hexano, para

obtener 0,4 mg/ml.

Preparacion de la muestra: 50 mg de muestra fue pesada en un frasco de 20 ml con tapa de
rosca. Luego, le fueron afiadidos 2 ml de hidroxido de sodio 2N en metanol (8 g/100 ml). Se
tapo el frasco y se calent6 a 80 °C por 1 hora. Al enfriar, se afiadio boro-trifluor en solucion
25% metanol. Luego se volvié a calentar de nuevo por una hora a 80 °C. Por Gltimo, fueron
afladidos 5 ml de agua y 5 ml de hexano, se agité y se centrifugd para permitir que se

separaran las fases, y luego el sobrenadante cristalino se paso a vial de automuestreo de 2 ml.

Los metil ésteres de los &cidos grasos fueron analizados con cromatdgrafo Agilent HP 6890

equipado con detector selectivo de masa 5973.

Las condiciones de operacion del cromatdgrafo de gases consistieron en las que se indican a
continuacion. Temperatura del inyector de 250 °C, 0,0 min splitlcerrado, 1,25 min splitl
abierto, flujo del gas de arrastre (helio): 1 ml/min, programa de temperatura del horno:
temperatura 1 = 50 °C 1 min, con incremento de 25 °C/min hasta 200 °C; temperatura 2 =
230 °C 18 min, con incremento de 3 °C/min hasta 230. Tiempo total de corrida 30,73
minutos. Fue utilizado un inyector Splitless, con volumen de inyeccion 1,0 ul. El gas de

arrastre fue el helio, a una velocidad de flujo de 35 cm/seg.

La identificacion de los &cidos grasos fue realizada por comparacion de tiempos de retencion
de las muestras con patrones de referencia (FAME mix C4 a C24). Los tiempos de retencion
fueron mantenidos constantes (método RTL) graficando tiempos de retencién vs presion. Los

resultados fueron expresados en % de Area.
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AZUCARES (GLUCOSA, FRUCTOSAY SACAROSA)

Una muestra de grano molido de 2 g fue colocada en tubo de ensayo (50 ml) y sometida a tres
extracciones de aceite usando 30 ml de solucion de hexano:dietil éter (60:10 v/v) en cada
una; luego de centrifugado el residuo de mani fue extraido con 30 ml de metanol:
cloroformo:agua (60:25:15; v:v:v). A una alicuota de 6 ml en vial (2 x 4,5 cm), se le removio

el metanol, y fue liofoilizada para ser analizada para azlcares (Oupadissakoon et al., 1980b).

Antes de que el extracto de los carbohidratos alcanzara los 50 ml, fueron afiadidos 2 ml de
una solucion estandar 20 mM de lactosa y 2,5 de celobiosa, para la cuantificacion de sacarosa
y otros carbohidratos, respectivamente. Fueron pipeteados 5 ml de la mezcla final del
extracto a un vial. La solucion fue secada (37 °C £ 2) y rehidratada con 2 ml de agua
destilada deionizada y filtrada a vial del auto muestreador de 2 ml; almacenado a 10 ° C + 2

hasta su analisis.

Los azucares fueron determinados con cromatografo Agilent HP 1100 equipado con detector
de indice de refraccion (IR) (Fig. 3), con columna Zorbax Agilent (aminopropilsilano en

reaccion con silica Zorbax, Shim Pack CLC-NH de 4,6 ID x 150 mm).

Figura 3. A) Cromatografo de liquido HPLC y detectores. B) Detalle del automuestreador

cargado con las muestras.
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Se inyectd 20 pL de la muestra en un sistema isocratico con fase maovil constituida por
acetonitrilo:agua (80:20, v/v), utilizando un filtro de celulosa con poros de 0,45 um de
diametro. La separacién se realiz6 con flujo de 1,0 ml/min, y tiempo de 15 minutos, con
columna a temperatura ambiente, utilizando patrones de fructosa, glucosa y sacarosa (Sigma).
Los azlcares individuales fueron identificados por su tiempo de retencién en comparacion
con el estandar de azucar correspondiente. La cuantificacion de azucares individuales fue
calculada utilizando el area del pico. En el Anexo 2 se presenta el cromatograma estandar de
las columnas para carbohidratos utilizadas, de las cuales son de interés para nuestros analisis

los picos 1 (fructosa), 2 (glucosa) y 3 (sacarosa).

MINERALES Y MICROELEMENTOS

Para la determinacion de los elementos quimicos en el grano de los cultivares fueron pesados
5 g de semilla pulverizada y sometidos a calentamiento hasta su total carbonizacion, luego
llevados a una estufa con temperaturas entre 500-550 °C hasta obtener cenizas. Las muestras
de cenizas (100 mg) fueron tratadas con acido clorhidrico concentrado (para analisis),
filtradas y diluidas con agua destilada y desionizada hasta completar 50 ml, a partir del cual
se prepararon las diluciones correspondientes. Al mismo tiempo se elabor6 una curva
estandar con patrones de sales de alta pureza (Sigma) para la determinacion de los cationes:
Cay Mg (% de absorcidn vs. Concentracién en ppm). Para determinar el contenido de Ca, Fe
y Mg fue utilizado un equipo de espectrofotometria de Absorcion Atémica con Atomizacion
en Llama (Aire/Acetileno). El fésforo se cuantificé con aparato Perkin Elmer Lamda Il
siguiendo los métodos oficiales de ensayo COVENIN 1178-83 (COVENIN, 1983) midiendo
el color azul producido por complejo molibdato fésforo, estable y proporcional a la cantidad

de fosforo.
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Se procedio a leer la absorbancia de la solucién madre en espectrofotometro de absorcién

atomica Thermo S Series AA Espectrometric, calibrado a las siguientes longitudes de onda:

620 nm para P

422,7 nm para Ca

285,2 nm para Mg

248,3 nm para Fe

Los resultados fueron expresados en mg del elemento en 100 g de muestra humeda

(mg/100g).

CARACTERIZACION DE FRUTOS Y SEMILLAS PARA CALIDAD

CONFITERA

La evaluacidén de los frutos y semillas de los genotipos estudiados fue realizada sobre cada
parcela de cada genotipo y en cada repeticion de los ensayos de campo segln los
Descriptores de Mani publicados por el IBPGR/ICRISAT (1992) y segln otros caracteres de
importancia agronémica y confitera (Mazzani, 1983). Las descripciones fueron realizadas

sobre la base de las siguientes caracteristicas:

DEL FRUTO

- Largo (en mm) promedio de 10

- Ancho (en mm) promedio de 10 medido en la parte mas ancha del fruto

- Uniformidad de tamafio segun la desviacion estandar del tamafio (largo y ancho)

- Namero de semillas (promedio de 50 frutos)
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- Constriccién (en escala del 0 ninguna a 9 muy profunda)

- Pico (en escala del 0 ausente a 9 muy prominente)

- Reticulacion (en escala del 0 ninguna a 9 muy prominente)

- Peso de 100 (g)

- Peso del grano de 100 frutos (g)

- Porcentaje de almendra (%)

DEL GRANO

- Largo (en mm) promedio de 10

- Ancho (en mm) promedio de 10 medido en la parte mas ancha

- Uniformidad de tamafio segln la desviacion estandar del tamafio (largo y ancho)

- Relacion ancho/largo

- Peso de 100 (completamente maduras y de aspecto liso)

ANALISIS ESTADISTICOS

Los andlisis estadisticos fueron realizados con el programa INFOSTAT version 2008. El
analisis de la varianza realizado fue el correspondiente al disefio de bloques completos al azar
con tres repeticiones y 10 genotipos como tratamientos, y para cada una de las localidades en

estudio.
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ANAVAR

Fuentes de variacion gl
Modelo 11
Genotipos 9
Rep. 2
Error 18
Total 29

El analisis de la varianza en combinado para los ensayos de las dos localidades, fue hecho

habiendo comprobado la homogeneidad de errores.

ANAVAR COMBINADO

Fuentes de variacion gl

Modelo 23
Localidades 1
Rep (Loc.) 4
Genotipos 9

Localidad x Genotipos 9
Error 36

También fueron realizadas las pruebas de comparacion de medias de Tukey para cada
localidad y para el anélisis en conjunto de las dos localidades. Para aquellas variables que no
cumplieron con el supuesto de la normalidad de la varianza se procedid a transformar los

datos aplicando la raiz cuadrada de X + 0,5.

La relacion existente entre las variables estudiadas (incidencia de A. flavus en grano, los
contenidos de aflatoxinas, caracteristicas quimicas y confiteras de los granos de los genotipos
estudiados) fue determinada a través de analisis de correlacion de Spearman entre pares de

variables y entre todas las variables.
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RESULTADOS Y DISCUSION

INCIDENCIA DE MOHOS TOTALES, MOHOS DEL GENERO

Aspergillus Y CONTENIDO DE AFLATOXINAS

En las muestras de grano de los 10 genotipos de mani cosechados en las localidades de El
Tigre y Maracay fueron encontradas las siguientes especies fungicas del género Aspergillus:
A. flavus, A. niger y A. terreus. Con menor incidencia fueron encontradas A. tamarii y A.
ochraceus colonizando los granos procedentes de ambas localidades. En la localidad de El
Tigre fue detectada la especie A. candidus no encontrada en los granos cosechados en
Maracay. En la Figura 4 son mostradas las colonias de las especies de Aspergillus

identificadas.

La incidencia de mohos del género Aspergillus, mohos totales y contenido de aflatoxinas
encontrados en los granos de los cultivares cosechados en los tres ambientes arrojaron
elevados coeficientes de variacién. Estas variables tampoco mostraron una distribucién
normal de sus residuos segun la prueba de Shapiro Wilks, por lo que se procedi6 a trasformar
los datos en raiz cuadrada de X + 0,5. La transformacion redujo los coeficientes de variacion
para la incidencia de todas las variables en los tres ambientes de siembra (El Tigre y
Maracay, sin y con inoculacion), y mejord los valores del contraste W y los niveles de
significacion, acercando su distribucion a la normalidad y haciendo posible la realizacion de
los analisis de varianza de las siguientes variables: incidencia de mohos totales en Maracay
(con inoculacion con A. flavus), incidencia de A. flavus y contenido de aflatoxinas en la
localidad de El Tigre, incidencia de A. flavus, A. niger, mohos totales y contenido de

aflatoxinas en el ambiente de Maracay sin inoculacién con A. flavus.
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Figura 4. Colonias de especies de Aspegillus encontradas en los granos de los genotipos de
mani cosechados en las localidades de El Tigre, Estado Anzoategui y Maracay, Estado
Aragua. A) Aspergillus flavus Link ex Fries. B) Aspergillus niger Van Tieghem. C)
Aspergillus terreus Thom. D) Aspergillus tamarii Kita. E) Aspergillus ochraceus Wilhelm. F)

Aspergillus candidus Link ex Fries.

MOHOS TOTALES

En el grano cosechado en el ambiente de El Tigre el analisis de varianza no detectd
diferencias estadisticamente significativas entre tratamientos para la incidencia de mohos en
los 10 cultivares de mani. Sin embargo, fueron detectadas diferencias significativas entre
tratamientos en los dos ambientes de Maracay con 67 y 50% de los granos colonizados en el
ensayo sin inoculacién (Maracay 1) y con inoculacion (Maracay 2) para la incidencia de
mohos totales de Maracay a p < 0,014 y p < 0,001, respectivamente (Cuadro 2). En la Figura
5 se pueden observar algunos de los mohos encontrados en los granos de los cultivares

cosechados en la localidad de El Tigre. En esa localidad, el cultivar con menor incidencia de
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mohos totales en el grano resulté ser el "15607° con promedio del 12,33% (Cuadro 3) de los
granos colonizados, el cultivar con la incidencia méas baja de las tres localidades. EI mismo
cultivar resulté con altos porcentajes de granos colonizados por mohos totales en los dos
ambientes de Maracay con 97 y 59,33% de los granos colonizados en el ensayo sin

inoculacion y con inoculacidn, respectivamente (Fig. 6).

Por su parte, en la Figura 7 se puede observar algunos de los mohos encontrados en el grano
de los cultivares cosechados en el ambiente de siembra de Maracay sin inoculacion. En ese
ambiente, la prueba de medias (Cuadro 3) arroj6 en grupo aparte el cultivar 15607 con 97%
de incidencia de mohos totales, otro grupo intermedio de cultivares con incidencias entre
85,67 y 48,67% en promedio de granos colonizados y el tercer grupo con los cultivares
Tamrun 96 con 33,67% Y el Raleigh Acc.323 con 38,00%, como el de menor incidencia. En

El Tigre esos cultivares presentaron 36,00 y 22,33 % de granos infectados, respectivamente.

Cuadro 2. Cuadrados medios de los andlisis de varianza para incidencia de mohos totales y
especies del género Aspergillus (%) y contenido de aflatoxinas (ng/g) del grano de cultivares
de mani cosechados en El Tigre (Edo. Anzoategui) y en dos ambientes de Maracay (Edo.

Aragua).
LOCALIDAD
FdeV EL TIGRE MARACAY 1 MARACAY 2

Tratamiento Error CV (%)| Tratamiento ~ Error CV (%)| Tratamiento ~ Error CV (%)
Aspergillus flavus 375** (p<0,007) 096 3011| 068ns(p<0456) 066 4535 396*(p<003L) 142 4532
Aspergillus niger 064ns(p<0684) 08 9028 263*(p<0019) 078 3511| 18lns(p<0847) 354 101,85
Aspergillus terreus 012ns(p<0392) 011 3837 005ns(p<0472) 005 2857| 047ns(p<0284) 035 5292
Mohos totales 78605 (p<0227) 53 3789 714*(p<0014) 317 1753 453** (p<0001) 018 1232
Aflatoxinas (ng/g) 024ns (p<0266) 018 2641 113**(p<0001) 021 2144 064** (p<0000) 007 16,69

Leyenda: Maracay 1: Maracay sin inoculacion; Maracay 2: Maracay con inoculacion de Aspergillus
flavus. CV: coeficiente de variacion. Los datos fueron trasformados en V + 0,5.
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Cuadro 3. Comparacion de medias para la incidencia de Aspergillus flavus, Aspergillus niger,

Aspergillus terreus, mohos totales (%) y contenido de aflatoxinas (ng/g) en el grano de 10

cultivares de mani cosechados en El Tigre (Edo. Anzoategui) y en dos ambientes de Maracay

(Edo. Aragua).

LOCALIDAD CULTIVARES | AF AN AT MT AFLA

Spanish 503 wapn A 933 2 0,00 72,67 1,67
5231 #### AB |1,00 1,00 67,00 2,67
San Martin #### AB |0,00 0,00 62,00 3,33
Raleigh Acc.323 | ###H AB[0,33 0,33 22,33 2,67

El Tigre P1-337409 #### AB 0,00 0,00 50,67 2,33
OL-01 #### AB 0,00 1,67 38,67 2,67
15607 7,00 AB|1,33 0,00 12,33 3,33
TMV-2 7,00 AB|0,67 0,33 42,00 1,00
P1-337494 6,67 AB|0,33 0,00 28,33 1,67
Tamrun 96 1,00 B 0,33 0,33 36,00 0,67
Prom HitH# 1,33 0,37 43,20 207 B
Spanish 503 5,67 9,00 AB|0,67 8567 AB 167 C
San Martin 5,67 2,00 B 0,00 48,67 AB |6,00 ABC
TMV-2 5,00 #i## A 0,00 7767 AB 167 C
Tamrun 96 3,33 5,67 AB 0,00 3367 B 7,67 ABC

Maracay 1 P1-337409 2,67 #i## AB [0,67 83,00 AB |2,67 BC
P1-337494 2,33 9,67 AB|0,33 79,33 AB |3,00 BC
15607 2,00 4,67 AB|0,00 97,00 200 B
Raleigh Acc.323 [2,00 4,00 AB|0,00 3800 B 500 ABC
5231 1,00 2,33 B 0,00 59,67 AB [10,33 A
Prom 4,17 6,80 0,20 64,59 437 A
Spanish 503 HHH# HHH 0,67 76,33 A 2,00 BC
P1-337494 7,67 3,00 0,33 37,67 BC |133 BC
TMV-2 7,33 0,67 1,33 49,00 AB |633 A
OL-01 7,33 0,67 1,00 20,00 C 433 AB

Maracay 2 San Martin 6,00 4,33 0,00 47,33 ABC|100 C
15607 5,00 3,00 0,33 59,33 AB [2,67 BC
Tamrun 96 4,33 2,00 1,00 68,33 AB (0,67 C
P1-337409 4,00 9,67 4,33 49,67 AB |1,33 BC
Raleigh Acc.323 3,00 1,67 0,00 34,00 BC (1,00 C
5231 2,00 it 2,67 54,33 ABC|133 BC
Prom 8,70 5,60 1,17 49,60 193 B

Leyenda: Maracay 1: Maracay sin inoculacion; Maracay 2: Maracay con inoculacion de Aspergillus
flavus. AF: Aspergillus flavus, AN: Aspergillus niger, AT: Aspergillus terreus, MT: mohos totales,
AFLAT: contenido de aflatoxinas, 1: medias con igual letra en la misma columna no presentan
diferencias significativas entre si (p < 0,05), en los promedios indican diferencias entre localidades 2:
la no aparicion de letras indica no significacion al 5% en la prueba de medias; los datos fueron

trasformados en V X + 0,5.
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Figura 5. Mohos encontrados en los granos de cultivares de mani cosechados en la localidad
de El Tigre, Estado Anzoategui. A) 15607, B) PI-337409, C) PI-337394, D) Raleigh
Acc.323, E) 5231, F) Spanish 503, G) San Martin, H) TMV-2, I) Tamrun 96, J) OL 01.
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Figura 6. Granos del cultivar 15607 cosechados en los ambientes de siembra de Maracay
(Edo. Aragua). A) Sin inoculacion. B) Inoculado con Aspergillus flavus Link ex Fries,

detalle.
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Figura 7. Mohos encontrados en los granos de los cultivares de mani cosechados en la
localidad de Maracay, Estado Aragua, ambiente sin inoculacion. A) 15607, B) P1-337409, C)
P1-337394, D) Raleigh Acc.323, E) 5231, F) Spanish 503, G) San Martin, H) TMV-2, I)

Tamrun 96.
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En el ambiente de Maracay inoculado con A. flavus, la incidencia de mohos totales vario
entre 20 y 76,33% (Cuadro 3). En la Figura 8 se puede apreciar la infestacion de mohos en

los granos de los cultivares cosechados en ese ambiente de estudio.

En ese ambiente, la prueba de medias (Cuadro 3) clasificd cinco grupos de cultivares. El
cultivar con la menor incidencia de mohos totales en sus granos fue el alto oleico (OL-01),
con incidencia intermedia segun la escala (20%). Un grupo intermedio con los cultivares PI-
337394 y Raleigh Acc. 324 con incidencia de 37,67 y 34%; otro grupo con el cultivar San
Martin con 47% de incidencia, otro grupo de cinco cultivares con incidencias entre 49 y 68%,
y el cultivar Spanish 503 como el de mayor incidencia de mohos totales en sus granos con
76%, estos dos ultimos grupos con incidencias estadisticamente diferentes del cultivar OL-01
con la menor incidencia. Este mismo cultivar en el ambiente de El Tigre presenté una

incidencia de mohos totales de 38,67% de granos infestados.

En la Figura 9 se puede observar las tendencias de los cultivares en cuanto a la incidencia de

mohos totales en los granos de los cultivares cosechados en los tres ambientes estudiados.

La relacion de los cuadrados medios del error entre las tres localidades permitié la realizacién
del andlisis en conjunto (Cuadro 4). Fueron encontradas diferencias significativas entre

tratamientos (p < 0,05).

De acuerdo a la prueba de medias (Cuadro 3), el cultivar Spanish 503 resulté con la mayor
incidencia de mohos totales con el 76% de granos infestados, siendo diferente
estadisticamente de los cultivares Raleigh Acc.323 y OL-01, los cuales presentaron las

menores incidencias de mohos totales en sus granos con 31,44 y 29,33%, respectivamente.

De acuerdo al andlisis combinado (Cuadro 4) no fueron encontradas diferencias significativas

entre los tres ambientes en estudio (p < 0,114).
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Figura 8. Algunos de los mohos encontrados en los granos de los cultivares de mani
cosechados en la localidad de Maracay, Estado Aragua, ambiente con inoculacion. A) 15607,
B) P1-337409, C) PI-337394, D) Raleigh Acc.323, E) 5231, F) Spanish 503, G) San Martin,
H) TMV-2, I) Tamrun 96, J) OL 01.
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La incidencia de mohos totales en los granos de los cultivares resultd alta (> 30%) con
promedio de 52,23%, asi como en los tres ambientes en particular. Sin embargo, en la
localidad de El Tigre, la incidencia de mohos totales fue menor que en los dos ambientes de
Maracay, con promedio de 41,63%. En Maracay el promedio de granos infectados
procedentes del ambiente sin inoculacién fue de 65,48%; mientras que en el ambiente
inoculado la media fue de 49,60%. En este ultimo se observé una alta incidencia de mohos
totales, excepto para el cultivar alto oleico (OL-01) que presentd incidencia intermedia

(Mazzani, 1989) con una colonizacién de mohos totales de 20% de los granos infestados.

La interaccion localidad x tratamiento resulté estadisticamente significativa (p < 0,051), lo
cual explica un comportamiento diferencial de los cultivares ante los ambientes en estudio
(Fig. 9). Sin embargo, se observa que algunos cultivares mantienen tendencias similares en la
incidencia de mohos totales en sus granos, en los diferentes ambientes de siembra, lo cual es

mas evidente al comparar los dos ambientes de Maracay.

Cuadro 4. Cuadrados medios de los andlisis de varianza combinado para la incidencia de
mohos y contenido de aflatoxinas del grano de cultivares de mani cosechados en El Tigre

(Edo. Anzoategui) y en dos ambientes de Maracay (Edo. Aragua).

FdeV g |AF AN AT MT AFLAT
LOCALIDAD 2 13,45ns 15,64 * 0,87 ns 28,34 ns 3,27 *
TRAT 9 3,16 ns  2,31ns 0,29 ns 7,60* 0,36 ns
LOCALIDAD*TRAT 17 (1,21 ns 1,31 ns 0,19 ns 6,83* 0,62*
Error 52 1,98 1,77 0,17 3,79 0,30
Total 86
Ccv 57,14 74,86 45,05 28,59 32,83

Leyenda: AF: Aspergillus flavus, AN: Aspergillus niger, AT: Aspergillus terreus, MT: mohos totales,
AFLAT: contenido de aflatoxinas, CV: coeficiente de variacion. Datos trasformados en \ + 0,5.

La prueba de medias (Cuadro 3) detectd la formacion de tres grupos de cultivares (p < 0,05).

El primero conformado por el cultivar Spanish 503, el cual presentd los mayores niveles de
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infestacion del grano con mohos totales en El Tigre y Maracay (con inoculacion) con 72,67 y
76,33%, respectivamente (Fig. 9 y 10). En Maracay (sin inoculacion), llegé a 85,67%
después del cultivar 15607. EI segundo grupo conformado por siete cultivares entre 61 y 44
% de granos infestados para los cultivares P1-337409 y Tamrun 96, respectivamente. Los
cultivares OL-01 y Raleigh Acc. 323 tuvieron los menores porcentajes de granos colonizados
por mohos totales en promedio en los ambientes estudiados. El alto oleico promedi6 29,33%
de colonizacion por mohos totales. Por otra parte, el cultivar Raleigh Acc. 323 se comporto
de manera similar en los tres ambientes estudiados, sin embargo, mostro, segun la escala, una
incidencia intermedia en El Tigre (22,33%), y elevada en los dos ambientes de la localidad de
Maracay con 38 y 34 % en el ensayo sin inoculacion e inoculado, respectivamente (Fig. 12),

con un promedio de 31,44% de granos infestados en las tres localidades.

~— EE|Tigre
— —— W Maracay 1
Maracay 2

% de granos colonizados
=N
o

1 2 3 456 78 910
Cultivares*

Figura 9. Incidencia de mohos totales en el grano de diez cultivares de mani en tres ambientes

de siembra (El Tigre, Maracay 1 sin inoculacion y Maracay 2 con inoculacion.)

*; 1= 15607, 2= PI-337409, 3= PI-337394, 4= Raleigh Acc.323, 5= 5231, 6= Spanish 503, 7= San
Martin, 8= TMV-2, 9= Tamrun 96, 10= OL 01.
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Spanish 503

Figura 10. Incidencia de mohos en granos del cultivar Spanish 503: A) Ambiente de Maracay

sin inoculacion. B) Ambiente de Maracay con inoculacion.

Aspergillus flavus Link ex Fries

El analisis de varianza de la incidencia de A. flavus en el grano de los 10 cultivares
estudiados arrojé diferencias significativas entre tratamientos en la localidad de El Tigre (p <
0,0075) y en el ambiente de Maracay con inoculacion de A. flavus (p < 0,0307). Sin embargo,
la prueba de medias (Cuadro 3) detect6 diferencias significativas (p < 0,05) solo en EI Tigre.
La prueba de medias separa tres clases de cultivares: uno conformado por el cultivar Tamrun
96 con la menor incidencia con solo el 1% de los granos colonizados; un grupo intermedio
con 8 cultivares entre 7 y 17% de incidencia y por ultimo el cultivar Spanish 503, con la méas
alta incidencia (29%), y presentd diferencias significativas (p>0,05) con el cultivar Tamrun
96 (Cuadro 3). En la Figura 11 se puede apreciar en moho A. flavus colonizando granos de
los cultivares de mani procedentes de la localidad de El Tigre, principal zona productora de

mani en Venezuela.
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Figura 11. Detalles de granos cosechados en EIl Tigre (Edo. Anzoategui) colonizados por
Aspergillus flavus Link ex Fries.

El analisis combinado de la incidencia de A. flavus (Cuadro 4) en el grano de los 10
cultivares no mostro diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,1402), ni entre
localidades (p < 0,1778). La incidencia mas baja de este moho fue hallada en el grano
cosechado en Maracay sin inoculacion con 3,30%. Como era esperado los granos procedentes
de los ensayos con inoculacién presentaron una mayor incidencia de A. flavus, aln cuando la
misma también resultd baja. La mayor incidencia promedio de A. flavus fue encontrada en la
localidad de EI Tigre con solo 11,97% de los granos infestados. También en Maracay, en el

ambiente sujeto a inoculacion, fue encontrado solo un promedio de 8,70% de los granos
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colonizados. En ambos ambientes inoculados la especie de Aspergillus méas abundante fue A.
flavus. De acuerdo a la escala del grado de incidencia (Mazzani, 1998), la especie A. flavus
resulté con baja incidencia (0-15 %) en todos los ambiente bajo estudio. La interaccién

localidad x tratamiento tampoco resulto significativa.

En la Figura 12 se puede observar la tendencia de los 10 cultivares de mani en cuanto a la

incidencia de A. flavus en porcentaje de granos colonizados.

El cultivar Tamrun 96, con muy bajas incidencias en todos los ambientes, mostré solo 1, 3y
4% de granos colonizados en El Tigre, Maracay sin inoculacién y con inoculacion,
respectivamente. La misma tendencia se puede observar con el cultivar Raleigh Acc. 323, el
cual presentd las menores incidencias en Maracay, solo 2 y 3% en ambiente no inoculado e
inoculado, respectivamente; sin embargo, en El Tigre presenté 14,33% de los granos

infestados, la cuarta incidencia mas alta en ese ambiente.

B E| Tigre

B Maracay 1

Maracay 2
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Figura 12. Incidencia de A. flavus en el grano de 10 cultivares cosechados en El Tigre (Edo.

Anzoategui) y en dos ambientes de Maracay (Edo. Aragua).

*; 1= 15607, 2= PI-337409, 3= PI-337394, 4= Raleigh Acc.323, 5= 5231, 6= Spanish 503, 7= San
Martin, 8= TMV-2, 9= Tamrun 96, 10= OL 01.
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El cultivar Spanish 503 tendié a presentar los mayores porcentajes de granos colonizados por
A. flavus en los tres ambientes bajo estudio, siendo mayor en los dos ambientes sujetos a
inoculacion con 29,00 y 40,33% en El Tigre y Maracay, respectivamente. La incidencia fue
intermedia en El Tigre y alta en Maracay segun la escala (Mazzani, 1998). En el grano
procedente del ensayo de Maracay, sin inoculacion, los porcentajes de granos colonizados
con A. flavus en ese cultivar fueron también los mas altos; pero con promedio de 5,67%, al
igual que el cultivar San Martin. Este ultimo resulto el tercero con mayor incidencia (16%) en

el Tigre y se ubicé intermedio en Maracay con inoculacion con solo 6% de los granos

infestados (Fig. 13).

Figura 13. Granos del cultivar San Martin cosechados en Maracay, Edo. Aragua (con
inoculacion). A) Incidencia de mohos, B) detalle de granos infestados por Aspergillus flavus

Link ex Fries.
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Holbrook et al. (1997) tampoco encontraron los mismos patrones de colonizacién de mani en
cascara y en grano en los mismos materiales probados en Georgia y Arizona. En este ultimo
no encontraron diferencias entre genotipos para la colonizacion. Sugieren que pudo ser dado
por diferencias en las variables ambientales (humedad y temperatura) o bien por las

diferencias entre las dindmicas poblacionales entre las dos localidades.

En los 10 cultivares en estudio la incidencia de A. flavus y la incidencia de mohos totales

fueron correlacionadas de manera positiva y significativa (p < 0,0001) con r=0,33.

Los cultivares P1-337409 y P1-337394, reportados con resistencia a la colonizacién in vitro y
natural de A. flavus, por presentar en varios estudios una menor infeccion que genotipos
susceptibles (Wilson et al., 1977; Mazzani, 1989; Mehan et al., 1991; Anderson et al. 1995;
Asis et al., 2005) mostraron, también en este estudio, baja incidencia de acuerdo a la escala
(Mazzani, 1989). El primero, en El Tigre present6 en promedio 11,67% de granos
colonizados por A. flavus y result6 intermedio en el rango de medias. En los dos ambientes de
Maracay, presentd solo 2,67 y 4% de granos colonizados, sin y con inoculacion,
respectivamente. Con respecto al cultivar PI-337394, en EI Tigre fue el segundo de menor
incidencia con 6,67, luego del cultivar Tamrun 96. ElI mismo, también resultd con bajas
incidencias en Maracay, con 2,33y 7,67%, respectivamente. El cultivar P1-337409 en estudio
realizado por Mazzani (1989), bajo riego y con estrés hidrico, también resulté con la
incidencia mas alta que el cultivar PI-337394, con 10 y 12%, respectivamente; pero en suelos
de Maracay. Asi mismo, este autor encontré incidencias de 4 y 7% en granos del cultivar Pl-
337394, similares a las encontradas en este trabajo. También Mixon (1981) encontrd una

incidencia de 11% para el cultivar P1-337409.

Mazzani y Layrisse (1990) en condiciones de extremo estrés hidrico, altamente favorables

para A. flavus, encontraron que el cultivar 15607 fue superado solamente por el testigo
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resistente P1-337394 e igualado por PI1-337409. En el presente trabajo el cultivar 15607
resultdé con menores incidencias que el cultivar PI1-337409, tanto en EI Tigre como en el
ambiente de Maracay sin inoculacién, mientras que en Maracay (ambiente inoculado)
resultaron iguales. Este cultivar se encontr6é con una incidencia en El Tigre de 7% de granos
colonizados, y de 2 y 5% en los ambientes de Maracay sin inoculacién y con inoculacion,

respectivamente. En el analisis en conjunto result6 con la segunda menor incidencia.

El menor promedio del porcentaje de granos colonizados en los ensayos de campo se obtuvo
en la localidad de Maracay, en suelo no inoculado. Esto era esperado, ya que la inoculacion
del moho en el suelo favorece el incremento de A. flavus. Ademés hubo suficiente humedad

en el suelo impidiendo el stress por déficit hidrico favorable para este moho.

Se ha indicado que, generalmente, cultivares de mani con alto potencial de rendimiento
muestran reaccion de susceptibilidad a la invasion a A. flavus (Kiran et al., 1988; Harish et
al., 2005). Esto fue cierto para el cultivar San Martin en ambos ambientes sujetos a
inoculacion, donde presentd los mayores porcentajes de granos colonizados y resulto el
cultivar méas rendidor en todos los ambientes probados. En la Figura 13 se presenta detalle de
la colonizacion de A. flavus en grano de ese cultivar. Por lo contrario, el cultivar OL-01, alto
oleico, que mostré altos rendimientos, se encontré con baja incidencia de A. flavus, en los dos
ambientes inoculados. Los cultivares San Martin y OL-01 presentaron los mayores
rendimientos, de acuerdo al andlisis en conjunto, con promedios de 2268,7 y 2244,8

o/parcela, respectivamente (Anexo 3).

Por otra parte, tomando en cuenta las muestras individuales evaluadas (N=30), la
colonizacidn de granos por A. flavus vario de 0 a 56% y de 0 a 96% en los ambientes de El

Tigre y Maracay, con inoculacion, con promedios de granos infectados por A. flavus de
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1,87% y 8,20%, respectivamente. En el ambiente de Maracay, sin inoculacion, el porcentaje

de granos colonizados por este moho vari6 de 0 hasta 17% con promedio de solo 3,33%.

Aspergillus niger Van Tieghem

En el ambiente de Maracay (sin inoculacidn), fueron encontradas diferencias significativas (p
> 0,019) entre los cultivares estudiados para la incidencia de A. niger en su grano (Cuadro 2).
Esta fue la especie de mayor incidencia en todos los cultivares evaluados, pero con solo 7%

promedio de los granos infestados.

La prueba de medias (Cuadro 3) agrup6 a los cultivares San Martin y 5231 (2 y 2,33% de los
granos colonizados) como los de menor incidencia, con diferencias estadisticas con el
cultivar TMV 2, que presentd la mayor incidencia de este moho, con 18% de los granos
colonizados, e incluido como testigo susceptible. Otro grupo intermedio comprendié los
cultivares Raleigh Acc. 323, 15607, Tamrun 96, Spanish 503, Pl 337394 y PI1-337409, con

incidencias entre 4,67 y 11,33%.

El cultivar Spanish 503 (el de mayor colonizacion de A. flavus en las tres localidades),
presentd los mayores porcentajes de granos colonizados con A. niger en El Tigre; pero con
solo 9,33%, baja incidencia segln la escala. En la localidad de Maracay (con inoculacion),
obtuvo una incidencia intermedia con 15,33% de los granos infestados, luego del cultivar
5231 con el 15,67% de los granos colonizados. Cabe sefialar que este cultivar también mostrd
las mayores incidencias de mohos totales y de A. flavus. El cultivar alto oleico, OL 01,
presentd una tendencia a los menores porcentajes de granos colonizados por A. niger en todos
los ambientes probados. En la Figura 14 se presenta detalle de la incidencia de A. niger en

granos en el cultivar Spanish 503.
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Figura 14. Aspergillus niger Van Tieghem colonizando granos. A) Cultivar 5331. B y C)
cultivar Spanish 503.

Con el anélisis combinado (Cuadro 4) la incidencia de A. niger arrojé diferencias
significativas entre ambientes (p < 0,047) siendo el de El Tigre, el que presentd los valores
maés bajos con promedio de solo 1,33% de los granos colonizados y el ambiente de Maracay
sin inoculacion se encontr6 como el de mayor incidencia con el 6,8% de los granos

colonizados (Cuadro 2). Todos los ambientes presentaron baja incidencia de este moho.

La correlacion entre la incidencia de A. niger y la de mohos totales fue positiva y
significativa (p < 0,0001), pero de magnitudes intermedias con r= 0,40 y r=0,36, sobre la base
de datos no trasformados y trasformados, respectivamente. La incidencia de A. flavus en el
grano fue correlacionada de manera positiva y significativa con A. niger solo en El Tigre y
Maracay, ambiente sin inoculacién, en un 65% (p < 0,001) y 45% (p < 0,01) para datos tal
cual, y 49% (p < 0,01) y 57% (p < 0,001) para la raiz cuadrada de la incidencia + 0,5,
respectivamente. En la Figura 15 se observa la incidencia de las tres especies de Aspergillus
presentes en mayor cuantia en el grano de los 10 cultivares de mani, donde destaca la alta

incidencia del cultivar Spanish 503 comparado con los demas cultivares en estudio.
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Figura 15. Incidencia promedio de A. flavus, A. niger y A. terreus en el grano de 10
cultivares de mani cosechados en El Tigre (Edo. Anzoétegui) y en Maracay (Edo. Aragua).

*: 1= 15607, 2= PI-337409, 3= PI-337394, 4= Raleigh Acc.323, 5= 5231, 6= Spanish 503, 7= San
Martin, 8= TMV-2, 9= Tamrun 96, 10= OL 01.

Tomando en cuenta todas las muestras analizadas en cada localidad, A. niger y A. terreus
presentaron incidencia entre 0 y 28% y 0 y 5%, en El Tigre y entre 0 y 45% y 0 a 10% en
Maracay con inoculacion, respectivamente. En Maracay, ambiente sin inoculacion, su
incidencia en muestras individuales varié entre 0 'y 24% y entre 0 y 2%, para A. niger y A.
terreus, respectivamente. La especie A. terreus fue encontrada con muy baja colonizacién en

los granos de todos los tratamientos y en todos los ambientes en estudio.

CONTENIDO DE AFLATOXINAS

Con el andlisis de varianza fueron detectadas diferencias significativas en el grano de los
cultivares bajo estudio solo en los dos ambientes de Maracay (Cuadro 2). En el ambiente sin
inoculacidn, la prueba de medias detectd cinco grupos de cultivares para el contenido de
aflatoxinas. El primer grupo de dos cultivares (Spanish 503 y TMV-2) con los contenidos

mas bajos (1,67 ng/g), le sigue el cultivar 15607 con 2 ng/g, otro grupo con los cultivares Pl-
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337409 y PI-337394 con 2,67 y 3 ng/g. Otro grupo de cultivares (Raleigh Acc.323, San
Martin y Tamrun 96) intermedios con de 5 a 7,67 ng/g, y por ultimo, con diferencias

significativas al 5%, se presenta el cultivar 5231 con 10,33 ng/g de aflatoxinas.

En el ambiente de la localidad de Maracay bajo inoculacion, la prueba de medias para el
contenido de aflatoxinas mostr6 cuatro grupos de cultivares: el cultivar TMV-2 con el mayor
valor con 6,33 ng/g; le sigue OL-01 con 4,33 ng/g en grupo aparte; otro grupo intermedio de
cinco cultivares con rangos entre 2,67 ng/g 1,33 ng/g y un grupo con tres cultivares (Tamrun,

San Martin y Raleigh Acc.323) con menos de 1 ng/g.

En El Tigre los cultivares de mayores valores de contenidos de aflatoxinas fueron los
cultivares San Martin y 15607 con 3,33 ng/g en promedio y el cultivar Tamrun 96 con el mas
bajo contenido con 0,67 ng/g, ain cuando no se detectaron diferencias significativas en esa

localidad.

El contenido de aflatoxinas en el grano de los diez cultivares cosechados en los tres
ambientes estudiados resultd bajo. Las aflatoxinas fueron detectadas en un 90, 97 y 74% de
las muestras de grano analizadas procedentes de los ambientes de El Tigre y Maracay con

inoculacién y Maracay sin inoculacion con A. flavus, respectivamente.

En determinaciones de muestras individuales el cultivar 5231 present6 14 y 12 ng/g en el
ambiente de Maracay no inoculado, y un promedio de las tres repeticiones de 10,33 ng/g. Por
otra parte, el testigo susceptible TMV-2 presentd 13 ng/g en una de las determinaciones
realizadas en el ambiente de Maracay, sujeto a inoculacion, con promedié de 6,33 ng/g

(Cuadro 3).

El analisis en conjunto (Cuadro 4) detectd diferencias significativas entre localidades (p <

0,0270) y para la interaccion localidad x tratamiento (p < 0,0123). El grano de los cultivares
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cosechados en Maracay sin inoculacion, present6 los mayores contenidos de aflatoxinas, 4,37
ng/g, estadisticamente diferente a los otros dos ambientes, con 2,07 y 1,93 ng/g de El Tigre y
Maracay con inoculacion, respectivamente (Cuadro 2). En la Figura 16 se puede reflejar el
comportamiento diferente de algunos cultivares en los tres ambientes de siembra, destacan

los cultivares 5231, Tamrun 96 y TMV-2, con la mayor interaccién cultivar X ambiente.

A pesar de no haber diferencias significativas entre tratamientos, en promedio de las tres
localidades el cultivar alto oleico (OL-01) present6 3,17 ng/g y fue el tercero mas alto, luego
de los cultivares 5231 (4,56 ng/g) y San Martin (3,22 ng/g). El cultivar 5231, sin embargo,

mostrd de los méas bajos valores (ng/g) en los ambientes inoculados.
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Figura 16. Contenido de aflatoxinas en el grano de diez cultivares de mani cosechado en El

Tigre (Edo. Anzoategui) y en dos ambientes de Maracay (Edo. Aragua).

*: 1= 15607, 2= PI-337409, 3= PI-337394, 4= Raleigh Acc.323, 5= 5231, 6= Spanish 503, 7= San
Martin, 8= TMV-2, 9= Tamrun 96, 10= OL 01.
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Se observo una tendencia del cultivar OL-01 (alto oleico) en presentar elevados contenidos
de aflatoxinas, en concordancia con Xue (2004) y Xue et al. (2005) quienes encontraron
mayor produccion de aflatoxinas en los genotipos alto oleico que en los de aceite normal. Por
su parte, los cultivares San Martin y 5231 con los menores contenidos de linoleato tendieron
a contenidos de aflatoxinas de los méas altos, en dos de los ambientes probados. Xue (2004)
encontré que lineas de bajo linoleato consistentemente presentaron mas aflatoxinas, mientras
que lineas de alto a normal proporcién de linoleato presentaban cantidades variables de

aflatoxinas.

En general, los cultivares con mayores incidencia de A. flavus en los ambientes sujetos a
inoculacion no fueron los que presentaron los mayores contenidos de aflatoxinas en sus
granos. Esto puede indicar que la(s) cepa(s) de A. flavus que se consiguid colonizando el
grano de los cultivares no era toxigenica, a pesar de la inoculacién con el aislamiento Ospino
| B. Esta situacion puede haber sido debida a condiciones climéaticas adversas en los
ambientes de siembra (Anexo 1) que influyeran en la cepa de inoculacion; o bien a alguna
interaccion de la misma con poblaciones de patégenos naturales de los suelos de los ensayos
que afectara la poblacion y toxicidad de la misma. Posiblemente, también influyé que el
aislamiento no fue inicialmente obtenido de mani, ni de la zona de siembra de los ensayos.
Sin embargo, la incidencia de Aspergillus flavus en los granos de los cultivares fue baja en la

escala de evaluacion.

En el mismo sentido, Xue (2004) sefiala que la inoculacion y la colonizacion son
dependientes de la poblacion de patdgenos en el suelo, de la temperatura y de los contenidos
de humedad del suelo. La invasion de A. flavus a granos de mani y su subsequente
produccion de aflatoxinas fue grandemente dependiente de la temperatura del suelo y los

niveles de humedad 30 a 40 dias antes de la cosecha (Hill et al., 1983). Kishore et al. (2002)
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sefialaron que aparte de la sequia en las Ultimas etapas, otros factores como el tipo de suelo,
el cultivar, el tamafio de la semilla, el periodo de muestreo, entre otros, afectan los niveles de

contaminacién por aflatoxinas.

Kishore et al. (2002), en muestras de mani recolectadas en la India, encontraron que el 34%
estaba contaminada por cepas toxigénicas de A. flavus; sin embargo, detectaron aflatoxinas
en solo el 18% de las mismas. En un estudio similar, Sanders et al. (1982) observaron altas
poblaciones de A. flavus sin la produccion de aflatoxinas.

Por esto, se ha sefialado que la invasion, crecimiento y toxigenicidad son procesos separados,
o0 al menos, regulados de diferentes maneras, y que la toxicidad requiere un mas estrecho
rango de condiciones de humedad y temperaturas para su expresion. También indican que el
grado en el que el hongo crece en tejido sano varia ampliamente entre repeticiones y entre
aislamientos del hongo (Kishore et al, 2002). Xue (2004) observd que los bajos niveles de
aflatoxinas fueron por un pobre desarrollo del hongo.

Por otra parte, se ha encontrado que la falta de relacion entre la habilidad de producir
aflatoxinas y la virulencia a cultivos lleva a sugerir que cepas atoxigénicas podrian ser
capaces de competir con productores de aflatoxinas en ambiente de cultivo y durante la
colonizacién del cultivo y, como resultado, excluir competitivamente los productores de

aflatoxinas y reducir la contaminacion por aflatoxinas (Cotty, 1990).

Las poblaciones naturales de A. flavus en el suelo (0 dds) fueron suficientes para la
colonizacion de frutos y semillas de los materiales en estudio. Poblaciones de 1 hasta 57
propagulos/g de suelo fueron sefialadas como suficientemente altas para permitir la

colonizacidn de frutos en suelos de siembra de mani tipo Virginia (Griffin y Garren, 1976).

Por su parte, Hill et al. (1983), estudiando la colonizacion de A. flavus y la concentracion de

aflatoxinas en granos de mani, encontraron contaminacion con aflatoxinas cuando la relacién
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de A. flavus : A. niger fue > 19:1; y por el contrario, cuando esta relacion fue < 9:1 la misma
fue nula. En todas las localidades del presente estudio la relacion A. flavus : A. niger fue
menor que 9:1, siendo bajo el contenido de aflatoxinas en todos los casos. Sin embargo, las
aflatoxinas resultaron mayores en los granos cosechados en el ambiente de Maracay sin
inoculacion con A. flavus. En ese ambiente, como se sefialé6 anteriormente, fueron
encontrados el menor nimero de muestras con aflatoxinas (74%), asi como la menor relacion
A. flavus : A .niger; sin embargo, tomando en cuenta el promedio del contenido de aflatoxinas

por localidad, fue alli donde se encontraron los mayores contenidos de aflatoxinas.

Solo en la localidad de Maracay en el ambiente sin inoculacion se encontrd una correlacion
positiva (r=0,43) y significativa (p < 0,03) entre la incidencia de A. flavus y A. niger, a la vez
que resultd negativa su correlacion con el contenido de aflatoxinas en una magnitud de
r=0,34 (p < 0,01) y 0,52 (p < 0,01), respectivamente (Anexo 4). Al parecer, en este ambiente
sin inoculacion con A. flavus, a mayor incidencia de éste, mayor incidencia de A. niger, con
impacto negativo en la produccion de aflatoxinas. En este ambiente se presentd una relacion

entre las incidencia de ambos mohos en 1:2.

El genotipo Spanish 503 presentd los mas bajos niveles de aflatoxinas en los tres ambientes a
pesar de haber obtenido la més alta infestacion de su grano por A. flavus, asi como también
por mohos totales y A. niger, pudiendo este Gltimo haber afectado la produccidn de la toxina
(Hill et al., 1983).

En la Figura 17 se puede notar el comportamiento, en cinco de los genotipos estudiados, de
presentar mayor incidencia de A. niger y bajos contenidos de aflatoxinas. Klich (2007)
reporta diversos estudios donde se sefiala la influencia de A. niger en la produccién de

aflatoxinas, debido a que generalmente coexiste con A. flavus en el campo; sefiala varios
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ejemplos de inhibicion de produccién de aflatoxinas por A. flavus como por A. parasiticus en

varios medios incluyendo maiz estéril.

Mehan y McDonald (1984) no encontraron una relacion directa a la resistencia in vitro y la
cantidad de aflatoxinas producidas cuando la semilla fue colonizada por cepas
aflatoxigénicas. Algunos genotipos resistentes a la colonizacion por razas aflatoxigénicas de
hongos son buenos sustratos para la produccion de aflatoxinas, mientras que otros que son
susceptibles a la colonizacion del hongo no conllevan altos niveles de aflatoxinas (Mehan et.
al., 1988; Xue, 2004). Mehan et al. (1988), en nueve genotipos de mani, reportaron que cepas
de A. flavus diferian significativamente la una de la otra en su habilidad de colonizar e
internamente infectar la semilla para producir aflatoxinas y sus resultados indicaron una
fuerte interaccion entre genotipos de mani y razas de A. flavus para la produccion de

aflatoxinas.
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Figura 17. Incidencia de A. flavus, A. niger y contenido de aflatoxinas en el grano cosechado

en el ambiente de Maracay (Edo. Aragua), sin inoculacion.

*; 1= 15607, 2= PI-337409, 3= PI-337394, 4= Raleigh Acc.323, 5= 5231, 6= Spanish 503, 7= San
Martin, 8= TMV-2, 9= Tamrun 96, 10= OL 01. Aflat (ng/g): contenido de aflatoxinas.
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POBLACIONES DE MOHOS DEL GENERO Aspergillus EN EL

SUELO

La densidad de los mohos encontrados en las muestras de suelo de los 4 ensayos bajo estudio
fue variable (Cuadro 5), posiblemente, debido a las diferentes localidades probadas y las
diferentes épocas de muestreo del suelo de los ensayos de campo, tal como lo sefialan

también Horn y Dorner (2002) y FAO (2004).

En el suelo del ensayo de la localidad de Carapa, Edo. Anzoategui, afio 2007, en el muestreo
realizado a la siembra fueron encontradas poblaciones naturales de A. flavus, A. ochraceus y
otras especies de Aspergillus. Por otra parte, 95 dds, sin aplicar inoculacion artificial, fueron
encontradas las especies A. flavus, A. terreus y A. niger, ademas de Curvularia spp.; las tres
Gltimas especies no fueron detectadas en el primer muestreo, a la siembra del ensayo. Esta

localidad correspondi6 a un lote de sabana virgen nunca antes sembrado.

En Carapa, el promedio de mohos totales en las 27 muestras analizadas a la siembra fue de
18070,37 ufc/g (unidades formadoras de colonias/g) de suelo, con rangos de 2000 a 49000
ufc/g de suelo. La incidencia de mohos totales aument6 a 32844,44 ufc/g de suelo promedio
en las muestras recolectadas a los 95 dds, con variaciones entre 3600 a 86000 ufc/g de suelo.
El aumento de la poblacion de mohos totales en el muestreo a los 95 dds fue evidente en

todas las muestras de suelo individuales analizadas.

La especie A. flavus a la siembra del ensayo de Carapa fue encontrada en el 92,59% de las
muestras analizadas, con promedio de 2029,63 ufc/g de suelo, y entre rangos de 0 a 11000
ufc/g de suelo. La incidencia de este moho disminuyé casi a la nulidad (14,81 ufc/g de suelo)
en el muestreo realizado a los 95 dias de sembrado el ensayo (Fig. 18), estando presente en

solo 4 de las 27 muestras de suelo analizadas.
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Cuadro 5. Poblacion de mohos totales y de especies de Aspergillus encontradas en el suelo de
los ensayos sembrados en cuatro ambientes a la siembra (0 dds) y 95 dias después de la
siembra (95 dds), expresados en ufc/g.

LOCALIDAD Variable Media D.E. CV (%) Min Méx
Mohos totales 0 DDS 18070,37 16434,43 90,95 2000 49000
A. flavus 0 DDS 2029,63 2764,86 136,23 0 11000
A.niger 0 DDS 0 0 sd 0 0
Carapa A. terreus 0 DDS 0 0 sd 0 0

Mohos totales 95 DDS 32844,44 27400,15 83,42 3600 86000

A. flavus 95 DDS 14,81 36,2 244,36 0 100

A.niger 95 DDS 37,04 192,45 519,62 0 1000

A. terreus 95 DDS 362,96 723,32 199,28 0 2000
Mohos totales 0 DDS 5053 4649,51 92,01 790 29000

A. flavus 0 DDS 1103,33 1486,83 134,76 200 8000

A.niger 0 DDS 118 131,68 111,6 0 450

El Tigre A.terreus 0 DDS 1033,33 1067,25 103,28 0 5000
Mohos totales 95 DDS 11946,67 17511,72 146,58 3900 74000
A. flavus 95 DDS 4426,67 4978,71 112,47 1000 24000

A. niger 95 DDS 648,33 957,32 147,66 0 4000

A. terreus 95 DDS 222,67 621,65 279,18 0 3000

Mohos totales 0 DDS 1947,41 1392,05 71,48 150 5800

A. flavus 0 DDS 282,96 299,95 106 0 900

A.niger 0DDS 219,26 280,79 128,07 0 1000

Maracay1 A. terreus 0 DDS 114,81 3939 343,07 0 2000
Mohos totales 95 DDS 3782,59 1527,63 40,39 30 7200

A. flavus 95 DDS 311,11 788,05 253,3 0 4000

A.niger 95 DDS 1085,93 547,41 50,41 20 2000

A. terreus 95 DDS 85,19 226,52 265,91 0 1000
Mohos totales 0 DDS 30241,33 27648,95 91,43 440 82000

A. flavus 0 DDS 590 971,35 164,64 0 4000

A.niger 0 DDS 3178,33 2079,77 65,44 250 9000
Maracay? A. terreus 0 DDS 20366,67 23926,8 117,48 2300 77000
Mohos totales 95 DDS 44383,33 31719,03 71,47 4400 99000
A. flavus 95 DDS 4138,33 4469,45 108 0 19000
A.niger 95 DDS 22006,67 19720,21 89,61 250 72000
A.terreus 95 DDS 16460 16091,95 97,76 0 60000

Leyenda: Maracay 1: Maracay sin inoculacion; Maracay 2: Maracay con inoculacion de Aspergillus
flavus. D.E.: desviacion estandar. CV: Coeficiente de variacion. Min: minimo. Max: maximo.
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Figura 18. Poblaciones promedio (ufc) de A. flavus a la siembra (0 dds) y 95 dias después de

la siembra (95 dds) en los cuatro ambientes de los ensayos de campo.

La especie del grupo Aspergillus mas abundante 95 dds en la localidad de Carapa fue A.
terreus con 362,96 ufc/g de suelo en promedio (Fig. 19), con variacion entre 0 y 2000 ufc/g
de suelo. A. terreus ha sido reportada como competidor de A. flavus (Horny Dorner, 2002), lo

gue posiblemente causé la disminucion de A. flavus en el segundo muestreo.

En el ensayo sembrado en el ambiente de Maracay, sin inoculacién con A. flavus, las
poblaciones promedio de mohos totales aumentaron de 1947,41 ufc/g de suelo a la siembra a
3782,59 ufc/g de suelo a los 95 dds. En este ambiente, a la siembra del ensayo de campo se
detect6 A. flavus en el 62,96% de las muestras analizadas, con una poblacién promedio de
282,96 ufc/g de suelo, aumentando a tan solo a 311,11 ufc/g de suelo en el muestreo
realizado a los 95 dds; y presente en solo el 37,04% de las muestras analizadas. EI mayor
incremento a los 95 dds fue observado con la especie A. niger, detectandose en promedio
219,26 ufc/g de suelo a la siembra y 1085,92 ufc/g de suelo a los 95 dds. En esta ultima
época de muestreo, A. niger fue detectado en todas las parcelas muestreadas, con aumento en
la poblacién excepto en una, mientras que a la siembra no se detectd poblaciones de ese
moho en 11 de las 27 parcelas muestreadas. Las poblaciones de A. terreus en el suelo del

ensayo de Maracay, sin inoculacion, fueron detectadas en cinco de las parcelas muestreadas y

88



estuvieron localizadas en muestras contiguas correspondientes al suelo del tercer bloque,

tanto a la siembra como a los 95 dds; es decir, mostré una zonificacion definida.

En el suelo del ensayo de la localidad de El Tigre, sembrado en el afio 2008 (Cuadro 5), la
incidencia de mohos totales a la siembra en las 30 parcelas muestreadas, varié de 790 a
29000 ufc/g de suelo, con 5053 ufc/g de suelo en promedio. Las especies nativas de
Aspergillus encontradas en esa localidad y en esa época de muestreo fueron A. flavus, A.
niger, A, terreus y A. candidus. La especie A. flavus fue detectada en el 100% de las muestras
analizadas; y en 17 de las 30 parcelas muestreadas (57%) predomind sobre las demas
especies con poblaciones que oscilaron entre 200 y 8000 ufc/g de suelo y 1103,33 ufc/g de
suelo en promedio. Por otra parte, A. terreus con promedio de 1033,33 ufc/g de suelo,
encontrandose en el 83,33% de las parcelas muestreadas y resulté el mas abundante en 12 de
las 30 muestras, con poblaciones que variaron de 0 hasta 5000 ufc/g de suelo. En una sola
parcela fue encontrado A. candidus con alta incidencia (5000 ufc/g de suelo). Las poblaciones

de A. niger resultaron las mas bajas, con un maximo de 450 ufc/g de suelo (Anexo 5).

En El Tigre, en el suelo muestreado a los 95 dds, 62 dias después de la inoculacion con A.
flavus, la incidencia de mohos totales aumentd de 5053 a 11946,67 ufc/g de suelo en
promedio de las 30 muestras analizadas. Por su parte, la poblacion de A. flavus se incremento
con respecto a la detectada en la siembra, de 1103,33 a 4426,66 ufc/g de suelo en promedio,
variando entre 1000 hasta 24000 ufc/g de suelo en las 30 parcelas muestreadas a los 95 dds.
La inoculacion posiblemente uniformizé la poblacion de A. flavus en el &rea del ensayo,
incrementandose la incidencia de éste moho en 27 de las 30 parcelas muestreadas (Anexo 5).
Asi mismo, esta uniformidad se evidenci6 por la razén entre valores extremos determinados
la cual fue de 0,025 antes de la inoculacién, a los 0 dds, y de 0,042 a los 95 dds. Sin embargo,

también se observé un aumento en la incidencia de A. niger en esta época de muestreo,
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encontrandose un promedio de 648,33 ufc/g de suelo en las 30 muestras analizadas con un
méaximo de 4000 ufc/g de suelo. Por otra parte, la incidencia de A. terreus disminuyé de 1030

a 223 ufc/g de suelo a finales del ciclo de cultivo.

En las muestras de suelo provenientes de Maracay, con inoculacion (Cuadro 5), las especies
encontradas en forma natural fueron: A.terreus, A. niger, y A. flavus. En general, en este
ambiente fueron obtenidas las mas altas incidencias de mohos, excepto para A. flavus con
promedio de 590 ufc/g de suelo (Fig. 18 y Anexo 6). La especie A. terreus se encontré en el
100% de las muestras y predomind en 27 de ellas, con variacion de 2300 hasta 77000 ufc/g
de suelo e incidencia promedio de 20370 ufc/g de suelo. A. niger también fue encontrado en
todas las muestras, con promedio de 3178,33 ufc/g de suelo. La especie A. flavus, en ese

ambiente de Maracay, estuvo presente en el 66,67% de las muestras a la siembra (Anexo 6).

A los 95 dds, en el ambiente de Maracay con inoculacién, se observd incremento en la
incidencia promedio de mohos totales (44383,33 ufc/g de suelo) con respecto a la encontrada
a la siembra (30241,33 ufc/g de suelo). Las poblaciones de A. flavus aumentaron de 590 a
4138 ufc/g de suelo en los muestreos realizados a la siembra y a los 95 dds. Cabe sefialar que
la incidencia de este moho a los 95 dds fue casi siete veces mayor en comparacion con el
muestreo realizado a la siembra sin inoculacion (Fig. 18, Anexo 6). EI mismo incremento fue
observado en la poblacion de la especie A. niger en el muestreo a los 95 dds, el cual aumento

su densidad de poblacion a 22007 ufc/g de suelo (Fig. 19).

Luego de la inoculacion, en Maracay la poblacion de A. flavus también resultdé més
uniformemente distribuida en el area del ensayo, siendo esto evidente por la presencia de este
moho en el 96,67% de las muestras analizadas (en 29 de 30 parcelas muestreadas); con
respecto a la siembra, en el cual se detect6 en el 66,67% de las muestras. Por su parte, la

poblacion promedio de A. terreus bajo de 20366,67 a 16460 ufc/g de suelo 95 dds (Fig. 19).
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16460 Anig 0DDS
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M Ater 0DDS
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El Tigre Maracay El Tigre Maracay

Figura 19. Poblacidon (ufc/g de suelo) de A. niger (Anig) y A. terreus (Ater) en El Tigre (Edo.
Anzoéategui) y Maracay (Edo. Aragua), con inoculacion a la siembra (0 dds) y 95 dias
después de la siembra (95 dds).

La poblacion promedio de A. niger y A. terreus resulté mayor en la localidad de Maracay con
inoculacion que en la localidad de EI Tigre (Fig. 19); sin embargo las poblaciones de A.

flavus resultaron més elevadas en El Tigre (Fig. 18).

En general, y mas evidente en la localidad de El Tigre la incidencia de mohos en el suelo
presentd la misma tendencia de variacion en las densidades de poblacion a la siembra y a los
95 dds. En la Figura 20 se puede observar el incremento de las poblaciones de mohos totales
en el segundo muestreo en todos los ambientes estudiados, tanto en los no inoculados como

en los inoculados.

La poblacion promedio de A. niger y A. terreus resulté mayor en la localidad de Maracay con
inoculacion que en la localidad de EI Tigre (Fig. 19); sin embargo las poblaciones de A.

flavus resultaron més elevadas en El Tigre (Fig. 18).

En el cultivo del mani varios autores (Joffe, 1969; Nahdi, 1996; Kloepper y Bowen, 1991)

han estudiado la dinamica poblacional de microrganismos en el suelo, en la rizésfera y en la
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Ilamada geocarposfera (&rea cerca del fruto de la planta del mani, usada para describir la zona
en la cual tiene influencia la microbiota del suelo). En este estudio el muestreo fue realizado
en el suelo del &rea entre las parcelas de siembra, la cual corresponde al area de fructificacion
en el segundo muestreo (95 dds), debido al desarrollo de los cultivares. Al respecto, Nahdi
(1996) encontré mayores poblaciones de A. flavus en la zona de fructificacion de mani que en
los suelos del sembradio, asi como con la maduracion del cultivo. También, Kloepper y
Bowen (1991) percibieron aumento en la densidad de poblacién de A. flavus y asi como de
otros mohos en la zona de la geocarp6sfera en comparacién al suelo, y sefialan posible
competencia de los mismos con A. flavus. Lo sefialado por estos autores coincide con el
aumento de las poblaciones de mohos totales, A. flavus y A. niger encontrado en el segundo
muestreo de suelo, en general, en todos los ambientes de siembra. Sin embargo, en los
ensayos, sujetos a inoculacién tanto en El Tigre, como en Maracay, las poblaciones de A.

flavus en el suelo se incrementaron mas que en los no inoculados.

90000
80000
70000 — WA flavus 95 dds
60000 — Wmohos totales 9t
50000 - B A. flavus 0 dds

40000 -
B Mohos totales 0
30000 -

20000 -

10000 :. —
0 - —

ufc/g de suelo

Carana El Tiare Maracav 1 Maracav 2

Figura 20. Proporcion de A. flavus sobre los mohos totales determinados en los suelos de

siembra de los ensayos en 4 ambientes, a la siembra y a los 95 dias después de la siembra.
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En los ensayos de El Tigre y de Maracay, sujetos a inoculacion, las poblaciones de A. flavus
en el suelo se incrementaron 4 y 7 veces al segundo muestreo, respectivamente. No
ocurriendo asi en el ensayo no inoculado con A. flavus (Fig. 18), en donde el incremento fue

solo del 9,9 % (Maracay).

La inoculacién aumento la poblacidn de Aspergillus flavus en el suelo. Sin embargo; a pesar
de la presion de indculo ejercida en el suelo con el aislamiento de A. flavus, Ospino | B, a los
32 dds, sus poblaciones resultaron mas bajas que las esperadas, y de las encontradas por
Mazzani (1989) en suelos de Maracay, similares a los estudiados. Este autor sefiald
poblaciones naturales de A. flavus entre 125 y 1500 ufc/g de suelo y entre 5500 y 21800 ufc/g
de suelo de A. terreus y que éstos resultaron extremadamente incrementados 78 dias después
de la inoculacién, con valores que estuvieron entre 125000 y 1750000 ufc/g de suelo de A.
flavus y entre 450000 y 3700000 ufc/g de suelo de A. terreus, unas 1000 veces mayor; sin

embargo, este autor refiere que fue 1000 veces mayor a la reportada por otros autores.

Joffe (1969) indica que la relativa baja frecuencia de A. flavus, encontrada por él en suelos
maniceros, fue atribuida a la ocurrencia comun de A. niger y A. flavus. Estos organismos
tienen requerimientos nutricionales similares y son normalmente aislados de los mismos
hébitats. Ambos mohos han sido encontrados con poblaciones en suelos maniceros de tipos
Virginia (Griffin y Garren, 1976). En este estudio A. niger fue hallado en todos los suelos
estudiados (excepto en Carapa al primer muestreo), pudiendo ser la causa de las bajas
poblaciones de A. flavus encontradas, tal como lo reportan Horny Dorner (2002). Asi mismo,
Griffin et al. (2001) en dos campos de mani con historial de contaminacion de aflatoxinas,
encontraron a A. flavus y su antagonista A. niger, con moderado y moderado a alto grado de
agregacion, respectivamente. Griffin et al. (1975) encontraron que la interferencia de hongos

no deseados en las placas de dilucion fue mayor en los suelos naturales, que los infestados
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artificialmente y atribuyen estas diferencias a los tipos de propagulos y el grado de
competencia de los hongos. Cabe sefialar que en este estudio se partié de muestreo de suelo,
se encontrd una sectorizacion de especies en los ensayos de campo y ademas, fue utilizado el
método de diluciones de suelo; todo esto pudiera haber subestimado las poblaciones de
mohos y no detectado otros mohos que pudiera competir con A. flavus, ain en poblaciones

mas bajas.

En el presente estudio no se observé relacion entre los cultivares y las densidades de los
mohos en el suelo, mas bien al parecer tendié a haber una agregacion de las especies de
Aspergillus en los suelos de los ensayos de campo. También, Wiatrak et al. (2006)
encontraron que las concentraciones de A. flavus y de A. niger en el suelo no fueron

influenciadas por los cultivares sembrados.

Jaime-Garcia y Cotty (2006) encontraron que las densidades de poblacion (ufc/g de suelo)
fluctuaban temporalmente, probablemente, como resultado de variaciones ambientales.
Encontraron diferencias significativas entre regiones y entre variaciones espaciales. Asi
mismo, variaciones encontradas en la composicion y densidad de propagulos en suelos, de
diferentes campos en Arizona muestreados en el tiempo, fueron atribuidas principalmente a
cambios en la temperatura; pero también a otras variables como condiciones de suelo,

longitud del dia, la secuencias de cultivos previos y nivel de insectos (Orum et al., 1999).

Por el contrario, Cardwell y Cotty (2002) no observaron diferencias significativas entre afios
para la cantidad de propagulos/g de suelo (ufc/g), ni para la incidencia de especies de la

seccion Flavi en particular.

Por su parte, Gangawane y Deshpande (1975) encontraron poblaciones de mohos mas
elevadas en suelos previamente sembrados con mani que en suelos virgenes o nunca antes

sembrados. No obstante, las poblaciones promedio de A. flavus y la incidencia de mohos
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totales, en el presente trabajo, resultaron mayores, en el suelo de la localidad de Carapa,
perteneciente a una sabana nunca antes sembrada, que en los otros tres ensayos sembrados.
En esta localidad, ademas del suelo arenoso, caracteristicos de la regidén, la siembra presentd
problemas de sumistro de agua y fue afectada por estrés hidrico llevando a la pérdida del
ensayo. Al respecto, la FAO (2004) sefiala que los suelos arenosos ligeros favorecen la rapida
proliferacion de los hongos, particularmente en condiciones de aridez, por lo que se puede

inferir esto como la causa de estas elevadas poblaciones.

Existen pruebas de que el mani cultivado en diferentes tipos de suelo puede presentar grados
de infeccidn por los mohos significativamente diferentes (Nahdi, 1996; Jaime-Garcia y Cotty,
2006; Griffin y Garren, 1976). En los ambientes de secano y riego o lluvia con riego
suplementario, las poblaciones de mohos totales fueron mas bajas, excepto en Maracay en el

ambiente inoculado.

Zablotowicz et al. (2007) encontraron las mayores poblaciones de A. flavus en suelos con
mayores contenidos de materia organica; lo que podria explicar las mas altas poblaciones de
este moho en los suelos de Maracay, que contienen alrededor del 3,50% de m.o., en

comparacion con los de la Estacién Experimental de Anzoéategui en El Tigre (0,80% m.o.).

En algunas regiones, los sistemas agricolas comprenden diversas practicas de cultivo y
fertilizacion que pueden afectar, de forma aislada o en su conjunto, a la supervivencia o
proliferacion de las poblaciones de hongos toxigenos. El suelo de siembra del ensayo en El
Tigre fue sujeto a encalado como préctica necesaria, debido a la acidez de los suelos de las
sabanas orientales del pais, al respecto Wiatrak et al. (2006) sefialan una mayor poblacion de

Aspergillus flavus con la aplicacion de cal en tratamientos bajo riego.

Griffin y Garren (1976) reportaron como altas las poblaciones de A. flavus de alrededor de

100 propéagulos /g de suelo (102 a 104) y como bajas 10 propagulos /g, en suelos maniceros
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del estado de Virginia, Estados Unidos. Asi mismo, sefialan como elevadas, poblaciones de
113 a 164 ufc/g de suelo encontradas en asociacién a restos de cosecha de centeno y frutos de
mani (Griffin y Garren, 1976). En este sentido se puede sefialar que las poblaciones promedio
de A. flavus encontradas en los suelos bajo estudio resultaron altas, con excepcion de las
detectadas en Carapa, en el segundo muestreo (95 dds), fecha para la cual el ensayo se

encontraba ya mermado en la poblacion de plantas en las parcelas.

Poblaciones de A. flavus han sido encontradas en rangos de 1 hasta 57 propagulos,
representando un 0,01% o menos de la poblacion total de hongos en suelos maniceros. Estos
rangos de poblaciones han sido sefialados como densidades suficientemente altas para
permitir la colonizacion de frutos de mani, en suelos de siembra de tipos Virginia (Griffin et

al., 1975; Griffin y Garren, 1976).

La poblacion de mohos totales en el suelo a la siembra fue correlacionada de manera positiva
y significativa con la incidencia de A. flavus, A. niger y A. terreus en un 38% (p < 0,05), 42
(p<0,03) y 34 % (p < 0,08), en la misma época de muestreo. Entretanto, A. flavus y A. niger

presentaron una correlacion de 46% (p < 0,02), (Anexo 7).

Los analisis de correlacion de Pearson utilizando las poblaciones de mohos en el suelo de
cada localidad, (N=27 y N=30) mejoraron grandemente los coeficientes de correlacion, sobre
todo en la localidad de El Tigre, entre las incidencias de mohos totales a la siembra con A.
flavus (r= 0,80, p < 0,001), y con A. terreus (r=0,71, p < 0,001); entre las incidencias de
mohos totales a la siembra y a los 95 dds (r=0,71, p < 0,001) y entre las poblaciones de A.
flavus en las dos épocas de muestreo (r=0,60, p < 0,001). También aumentaron los
coeficientes de correlacion entre la incidencia de mohos totales a los 95 dds y las poblaciones
de A. flavus y A. niger en 64 y 62%, respectivamente. Las poblaciones aumentaron en el

segundo muetreo de manera proporcional.

96



Las correlaciones positivas y significativas (p < 0,05) entre densidad de poblaciéon de
Aspergillus flavus y mohos totales, asi como entre pares de especies (Anexo 7) sugieren gque

las poblaciones fueron influenciadas por factores ambientales similares.

Horn y Dorner (1998) sefialan que la variabilidad en la densidad de A. flavus y A. parasiticus
encontrada por ellos pudo resultar por diferencias en las frecuencias de estrés hidrico y en la
temperatura del suelo, asi como la influencia de los mismos en la susceptibilidad de la

semilla de mani a la invasion de la semilla.

Jaime-Garcia y Cotty (2006) afirman que variaciones tanto en la densidad de poblacion de A.
flavus, como en la composicién de cepas en suelos del Sur de Texas, por ellos encontradas,
pudieron ser influenciadas por varios factores. Principalmente, la densidad de la poblacién
vario temporalmente. La variacion espacial a escala podria no tener un importante papel en la

contaminacion por aflatoxinas en el Sur de Texas.

CONTENIDO DE PROTEINAS

Se encontraron diferencias altamente significativas (p < 0,01) entre cultivares para el
contenido de proteinas en la localidad de El Tigre y no significativas en la localidad de

Maracay (Cuadro 6).

En El Tigre, el contenido de proteina resultd bajo para el mani, con un promedio de 18,84%.
En esa localidad la prueba de medias (p < 0,05) distinguié tres grupos de cultivares: el
primero comprendio el cultivar Spanish 503 con el mayor contenido de proteina con 20,77%;
otro grupo intermedio incluyo seis (6) cultivares con rangos entre 19,79 y 18,35%; y el tercer

grupo de cultivares con los menores contenidos de proteinas que fueron el 5231, el Raleigh
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Acc.323 y San Martin con 18,18; 18,12 y 17,58%, respectivamente; éstos ultimos con

diferencias estadisticas con el cultivar Spanish 503 (Cuadro 7).

Por otra parte, el contenido de proteinas en Maracay mostré una variacion entre 33,70
(cultivar 15607) y 29,61% (cultivar Raleigh Acc.323) con un promedio de 32,36%. El
contenido de proteinas promedio en esta localidad resultd 1,71 veces mayor que los
conseguidos en EI Tigre. Dwivedi et al. (1996) sefialaron que contenidos de proteinas mas
elevados, en mani, han sido atribuidos a condiciones de estrés hidrico a finales de ciclo.
Contrariamente, sefialan que la falta de agua de mediado de ciclo no influyo
significativamente en los contenidos de proteinas, asi como tampoco en las cantidades de
aceite y acidos grasos, aparte del &cido eicoseonico (Dwivedi et al., 1996). En la localidad de
Maracay, se evidenciaron temperaturas maximas mas altas que en El Tigre, aunque el

promedio fue similar (Anexo 1).

La relacién de los cuadrados medios del error no permitié el anlisis en conjunto. El
contenido de proteinas promedio del grano cosechado de las dos localidades fue de 25,60%
(x 7,08), con determinaciones de rango entre 17,35y 38,67%, los cuales estan dentro de los

contenidos de proteinas reportados en grano de mani por otros autores (Cuadro 8).

Cuadro 6. Cuadrados medios de los analisis de varianza para el contenido de proteinas y
aceite del grano de 10 cultivares de mani cosechados en El Tigre (Edo. Anzoategui) y en

Maracay (Edo. Aragua).

LOCALIDAD
EL TIGRE MARACAY
FdeV Proteinas Aceite Proteinas Aceite
Cultivares 2,686 ** 2,619 ns 5,035 ns 1,542 ns
Error 0,765 1,427 4,399 4,481
CV(%) 4,64 2,62 6,48 5,07

**: diferencias significativas a p < 0,01; ns: diferencias no significativas;
CV(%): coeficiente de variacion
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cultivares de mani cosechados en El Tigre (Edo. Anzoategui) y en Maracay (Edo. Aragua).

El Tigre Maracay
Cultivares Proteinas  Aceite | Proteinas  Aceite
Spanish 503 2077 A" 4553 | 3294 4126
P1-337409 19,79 AB 45,13 32,39 40,90
15607 19,46 AB 43,97 33,70 41,18
PI1-337494 19,00 AB 45,80 33,60 41,27
TMV-2 18,78 AB 43,67 32,28 41,42
Tamrun 96 18,36 AB 43,33 30,79 42,62
OL-01 18,35 AB 44,67 32,20 41,33
5231 18,18 B 4597 33,52 43,00
Raleigh Acc.323 | 18,12 B 45,63 29,61 42,40
San Martin 1758 B 44,67 32,60 42,06

1: medias con igual letra en la misma columna no presentan diferencias

significativas entre si (p < 0,05).

Cuadro 8. Rangos en los contenidos de proteinas encontrados en el grano de cultivares de

mani por algunos autores.

AUTOR(ES) Rangos
Campos et al. (2009) 23,52 26,6 %
Asibuo et al. (2008) 18,92 2 30,53 %
Ajay et al. (2008) 22,20 230,33 %
Ozcan (2010) 25,9a32,4 %
Atasie et al. (2009) 38,61 %
Prathiba y Reddy (1994) 17a252%
Latham (1997) 15a34%

Cuadro 7. Comparacion de medias para los contenidos de proteina y aceite en el grano de 10
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En la Figura 21 se puede observar las diferencias en los contenidos de proteinas entre ambas
localidades, asi como la poca variabilidad encontrada para los 10 cultivares tanto en El Tigre,

como en Maracay, siendo ésta un poco mayor en El Tigre.

Las marcadas diferencias en los contenidos de proteina del grano en ambas localidades
mostraron una alta influencia ambiental. Asi mismo, se aprecia una tendencia diferencial en

los contenidos de proteinas del grano procedentes de las dos localidades en estudio.

De acuerdo a los resultados obtenidos en ambas localidades, el contenido de proteinas resultd
correlacionado positiva y significativamente (p < 0,001) con el 4cido graso estedrico en
magnitud intermedia (r=0,36). En El Tigre se encontrd relacion significativa de los
contenidos de proteinas con los &cidos palmitico, oleico, linoleico, eicosenoico y behémico
con coeficientes de correlacion de 0,36 (p < 0,05), -0,40 (p < 0,03), 0,46 (p < 0,01), -0,33 (p

<0,07) y 0,37 (p < 0,04), respectivamente.

Los resultados de Maracay no mostraron correlacion entre los contenidos de proteinas y los
acidos grasos del grano. Las grandes diferencias entre las dos localidades no permitieron
estudiar las relaciones con estos &cidos grasos con los datos en conjunto. Campos et al.
(2009) encontraron los mas bajos contenidos de acido oleico en la variedad con el més alto
contenido de proteina, coincidiendo con la relacion negativa encontrada en EI Tigre con este
acido graso. Asi mismo, un menor contenido de proteina y una mayor concentracion de acido
oleico fue encontrado, en Cérdoba, Argentina, en 29 cultivares nativos de Arachis hypogaea
L. en las variedades hypogaea, que en las fastigiata, aequatoriana y peruviana (Grosso y

Guzman, 1995).
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Figura 21. Contenido de proteinas del grano de 10 cultivares de mani cosechados en El Tigre

(Edo. Anzoategui) y Maracay (Edo. Aragua).

*: 1= 15607, 2= PI-337409, 3= PI-337394, 4= Raleigh Acc.323, 5= 5231, 6= Spanish 503, 7= San
Martin, 8= TMV-2, 9= Tamrun 96, 10= OL 01. Aflat (ng/g): contenido de aflatoxinas.

Los contenidos de proteinas han sido estudiados de acuerdo a regimenes hidricos (Dwivedi et
al., 1996; Ajay et al., 2008). Al respecto, Dwivedi et al. (1996) encontraron que el estrés
hidrico a final de ciclo redujo los contenidos aceite, de acidos grasos linoleico y behémico y
significativamente aument6 las proteinas totales y el acido graso oleico. Sin embargo,
evidenciaron interaccion genotipo ambiente, que al parecer también se observa con los
resultados aqui encontrados, a pesar de la baja variabilidad observada entre los 10 cultivares.
Por otra parte, Ajay et al. (2008) encontraron mayores contenidos de proteinas en lluvias

(26,71%), que en la época post-lluviosa (24,36%).

Los resultados obtenidos muestran una relacion inversa entre el contenido proteinas y el largo
y ancho de la semilla, y el peso de 100 semillas solo en la localidad de El Tigre, con r=-
0,37% (p < 0,04), tanto para el largo como para el ancho de la semilla, y r=-0,29 (p < 0,12)
para el peso (Anexo 4). En este sentido, Prathiba y Reddy (1994) encontraron mayores

contenidos de proteinas en cultivares de granos pequefios, comparado con granos grandes de
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colores oscuros. La semilla pequefia es caracteristica de los cultivares de mani del tipo
Spanish. En este sentido, los resultados obtenidos muestran porcentajes mas elevados de
proteinas en los cultivares de la subespecie fastigiata, en ambas localidades. Esto también
coincide con lo reportado por Asibuo et al. (2008) quienes hallaron un mayor contenido de
proteinas promedio en el grano de cultivares de la subespecie fastigiata (25,69%), que para

los de la subespecie hypogaea (22,78%).

El contenido de proteinas result con una baja relacion negativa (r=-0,19) y significativa solo
al 15%, con la incidencia de A. flavus. Esta tendencia concuerda con Shan et al. (2006)
quienes encontraron que algunos componentes de las semillas de mani estaban relacionados
con el potencial de resistencia de A. flavus; y sefialan que al parecer las variedades con mayor
resistencia tenian un mayor contenido de proteinas. Por otra parte, Bindu y Kumar (2003)
encontraron una disminucion en el contenido de proteinas totales en granos de mani que

estaban infectados por A. flavus.

Por lo contrario, el cultivar Spanish 503, el cual obtuvo las mayores incidencias de A. flavus,
tanto en El Tigre como en Maracay (Cuadro 3), present6 los mas elevados contenidos de
proteinas del grano cosechado en El Tigre (20,77%) y el cuarto mas elevado en Maracay
(32,94%), (Cuadro 7). Igualmente, el cultivar con el menor contenido de proteinas en El
Tigre coincidié con tener la menor colonizacion de A. flavus (cultivar Tamrun 96). El cultivar
TMV-2, utilizado en este y otros trabajos como testigo susceptible, presentd un contenido de
proteinas de 18,78 y 32,28% (intermedios) en El Tigre y Maracay, respectivamente (Cuadro
7), habiendo sido reportado en la literatura con 26,50% (Ajay et al., 2008). En los cultivares
P1-337409 y PI-337394, reportados con resistencia a A. flavus y que se encontraron con
incidencias bajas e intermedias de este moho, fueron obtenidos contenidos de proteinas de

32,39 y 33,6%, respectivamente, ambos por encima de la media (32,36%). Sin embargo, en
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El Tigre, el cultivar P1-337394 con 18,12% se encontr6é en el grupo de los cultivares de

contenidos mas bajos de proteinas (Cuadro 7).

Por el contrario, una relacion positiva y significativa fue encontrada entre el contenido de
proteinas en el grano y la colonizacion de A. niger con r= 0,27 (p < 0,034), lo opuesto a lo
encontrado por Bindu y Kumar (2003) en semilla infestadas por otras especies del género

Aspergillus (A. fumigatus y A. terreus).

CONTENIDO DE ACEITE

La variabilidad en cuanto al contenido de aceite fue baja en ambas localidades. Con el
analisis de la varianza no fueron encontradas diferencias significativas entre tratamientos en
las dos localidades en estudio (Cuadro 6). Prathiba y Reddy (1994) tampoco encontraron
diferencias significativas en el contenido de aceite del grano de siete cultivares de mani de

diferentes tamafios de grano y con contenidos de aceite de 46 a 52%.

En El Tigre la media de los contenidos de aceite de los 10 cultivares alcanz6 un 44,84% de
aceite, con un minimo de 43,33% para el cultivar ‘Tamrun 96’ y un maximo de 45,97% para
el cultivar 5231 (Cuadro 7). Por otra parte, en Maracay el contenido de aceite promedio fue
41,74%, con rangos entre 40,9% (cultivar P1-337409) y 43,00% (cultivar 5231), (Cuadro 7).
Una mayor variacion fue encontrada por otros autores en cultivares de mani con rango entre
41 y 53,4% (Berry, 1982; Bansal et al., 1993; Prathiba y Reddy, 1994; Ajay et al., 2008;

Campos et al., 2009).

El andlisis en conjunto (Cuadro 13) arrojo diferencias altamente significativas entre
localidades (p < 0,002). El promedio del contenido de aceite en Maracay 3,10%, menor que

el encontrado en El Tigre (Fig. 22). Bansal et al. (1993) encontraron el contenido de aceite
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significativamente influenciado por fluctuaciones ambientales, luego de evaluar el grano de
mani procedente de cuatro ambientes. El testigo susceptible TMV-2 present6 un contenido de
aceite de 43,67 y 41,42% en EIl Tigre y Maracay, respectivamente (Cuadro 7). Ajay et al.

(2008) encontraron un 44,18% de aceite en esa misma variedad.

A pesar que la interaccion localidad x tratamiento no fue estadisticamente significativa
(Cuadro 13), en la Figura 22 se puede observar un comportamiento diferencial en el
contenido de aceite de algunos de los cultivares en las localidades en estudio. El cultivar
Tamrun 96 que presentd el menor porcentaje de aceite en El Tigre, en Maracay resulté con el
segundo mayor contenido, luego del cultivar 5231, el cual presentd los mas altos contenidos

de aceite en ambas localidades (Cuadro 7).

47,00
46,00
45,00 ~
44,00 ~
43,00 ~
42,00 ~
41,00 ~
40,00 ~
39,00 -
38,00 -
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Figura 22. Contenido de aceite del grano de 10 cultivares de mani cosechados en El Tigre

(Edo. Anzoategui) y Maracay (Edo. Aragua).

*: 1= 15607, 2= PI-337409, 3= PI-337394, 4= Raleigh Acc.323, 5= 5231, 6= Spanish 503, 7= San
Martin, 8= TMV-2, 9= Tamrun 96, 10= OL 01
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El alto contenido de aceite presente en el grano de mani (45,97 a 40,9%), hace que la calidad
de su aceite y de sus productos derivados dependa en gran medida de la fraccién de su aceite.
El contenido de aceite se ha indicado que difiere en relacion a su calidad, localidad

geogréafica, estacion de siembra y condiciones de cultivo (Young et al., 1974).

La correlacion entre los contenidos de aceite y proteinas fue de r=—63,95% (p < 0,0001),
indicando la relacién inversa entre estas dos variables. Se presume que la baja variacién
encontrada en ambas variables no permitié observar claramente la relacion inversa entre las
mismas con los datos obtenidos en cada localidad por separado (Fig. 22); sin embargo, esta
relacién se hace evidente al presentarse los mayores contenidos de proteinas y los menores de
aceite en Maracay, y viceversa en el grano cosechado en la localidad de EI Tigre. En este
sentido, en 800 lineas de mani del banco de germoplasma del ICRISAT se encontrd

correlacion negativa entre el contenido de aceite y proteinas (ICRISAT, 1986).

Por otra parte, se encontrd correlacién positiva entre el contenido de aceite y el tamafio de la
semilla y ninguna relacion con el peso de la semilla (ICRISAT, 1986). Con respecto a la
primera, el contenido de aceite y el tamafio de la semilla resultaron medianamente
correlacionadas positivamente, tanto en El Tigre como en Maracay a 27% (p < 0,14) y 31%
(p < 0,10), respectivamente. También, se presentd correlacion entre el contenido de aceite y
el peso de 100 semillas, tanto en Maracay como con los datos de ambas localidades, la misma

result6 positiva con r=0,29 (p < 0,02) y r=0,28 (p < 0,14), respectivamente (Anexo 4).

Las variedades que producen semillas pequefias son procedentes de la subespecie fastigiata.
Asibuo et al. (2008) encontraron que los cultivares de los tipo Virginia subspecie hypogaea
presentaron mayores contenidos de aceite, que los cultivares Spanish y Valencia (subespecie
fastigiata), con los resultados obtenidos esto fue observado més claramente en Maracay,

donde los 6 cultivares de mayor contenido de aceite pertenecen al tipo Virginia, pero con
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promedio de 42,30%, solo ligeramente mayor que el de los cultivares fastigiata (41,15%)
(Cuadro 9). Bansal et al. (1993) reportaron que el contenido de aceite fue independiente del

habito de crecimiento que caracteriza las subespecies en mani.

En general, el porcentaje promedio de aceite en el grano se presentd con una relacion positiva
y significativa (r=0,28, p < 0,03) con la incidencia de A. flavus (transformada) indicando que
a mayor colonizacion de A. flavus en el grano, mayor contenido de aceite. Esto fue mayor en
la localidad de El Tigre (r=0,34, p < 0,07). En este sentido, Shan et al. (2006) encontraron
que los cultivares con menores incidencia de A. flavus (mayor resistencia a la infeccion
fangica) presentaron menores contenidos de aceite. No obstante, en Maracay, no se encontro
correlacion significativa entre contenido de aceite y la incidencia de A. flavus, ni con el

contenido de aflatoxinas.

La relacién del contenido de aceite y aflatoxinas fue menor (r=0,23) también positiva; pero
no significativa (p < 0,23). En los ambientes inoculados con A. flavus los cultivares con

mayor incidencia de este moho, tampoco presentaron los mayores contenidos de aflatoxinas.

Cuadro 9. Perfil de acidos grasos de los cultivares de las subespecies fastigiata e hypogaea en

el grano cosechado en El Tigre (Edo. Anzoategui) y en Maracay (Edo. Aragua).

SUBESP [PALM ESTEA OLEIC LINOL O/L ARCH EICO BEHE LIGNO %ACE INSAT SAT INS/SAT

EITigre [fastigiata | 1075 359 4295 3302 13 184 084 409 166 4511 4677 2378 197
nypoagea | 1083 339 5242 2449 218 170 11 362 184 M5 465 2249 207

Maracay [fastigiata | 10,95 408 4479 3102 15 187 092 375 151 4115 4266 2306 185
hypoagea | 1059 369 5033 2661 196 172 1 337 151 423 4381 2189 201

Leyenda: PALM= acido palmitico, ESTEA= &cido estearico, OLEIC= &cido oleico, LINOL= acido
linoleico, O/L= relacion &cido graso oleico/linoleico, ARAC= &cido arachidico, EICO= &cido
ecoseonico, BEHE= acido behémico, LIGNO= 4cido lignocérico, %ACE= contenido de aceite,

INSAT= &cidos grasos insaturados, SAT= acidos grasos insaturados. En mg/g (%).
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PERFIL DE ACIDOS GRASOS

La composicion del aceite del grano de los cultivares de aceite normal, cosechados tanto en
El Tigre como en Maracay, es presentada en el Cuadro 10. De acuerdo a los tiempos de
retencion de los picos arrojados por el analisis de cromatografia de gases de la fraccion de
metil esteres, con tiempos de retencidn bloqueados (RTL), fue encontrada la presencia de los
acidos grasos palmitico (12,33 a 10,2%), estearico (4,26 a 2,91%), oleico (55,61 a 41,4%),
linoleico (33,97 a 22,44%), arachidico (2,04 a 1,52%), eicosenoico (1,32 a 0,78%), behémico
(4,16 a 2,98%) y lignocérico (1,82 a 1,39%), como los principales &cidos grasos del grano de
los cultivares de composicion normal de aceite estudiados. Los acidos grasos mas abundantes
encontrados fueron el oléico y el linoleico, los cuales sumaron un 77,56% del area del total

de acidos grasos en El Tigre y 76,97% en Maracay.

En la Figura 23 son presentadas las proporciones promedio de los diferentes acidos grasos de
la composicion del aceite del grano de los cultivares normales de mani en El Tigre y

Maracay.

El acido oléico encontrado en el aceite del grano de los cultivares cosechados en ambas
localidades promedi6 51,16%, con determinaciones con rangos entre 40,19 y 56,61% para los
cultivares de calidad de aceite normales, con promedio de 49,52% (+ 5,57) del total de acidos
grasos, con ambos extremos encontrados en la localidad de Maracay. Este acido graso
representd hasta 81,92% del total de los acidos grasos para el cultivar alto oleico (OL-01). El
segundo &cido graso en importancia en los cultivares de aceite normal fue el linoleico con un
promedio de 27,37% (+ 4,81) del total y con determinaciones entre rangos de 21,14 y

35,32%, con solo 2,8% para el cultivar OL-01.
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Cuadro 10. Perfil de 4cidos grasos del aceite del grano de los 9 cultivares de mani, de aceite

normal, cosechados en Maracay (Edo. Aragua) y en El Tigre (Edo. Anzoategui).

TR Acido graso % de area
15,33  16:0 palmitico 12,332 10,20
17,87 18:0 estearico 4,26a291
18,36 18:1 oleico 55,61 a 41,40
19,24 18:2 linoleico 33,97 a 22,44
21,46 20:0 arachidico 2,04a152
22,06 20:1  eicosanoico 1,32a0,78
25,79  22:.0 behémico 4,16 22,98
30,48  20:4 lignocerato 1,82a1,39

Leyenda: TR: Tiempo de retencion (logaritmo del volumen de elucion) arrojados por cromatografia de
gases; % de area debajo del pico del cromatograma. *: por cromatografia de gases (RTL) acoplada a

detector de masa.

mE| Tigre

Maracay

Figura 23. Promedios de acidos grasos de 9 cultivares de composicion de aceite normal en el

grano cosechado en El Tigre (Edo. Anzoategui) y Maracay (Edo. Aragua).

Leyenda: PALM: &cido palmitico, ESTEA: &cido estearico, OLEIC: &cido oleico, LINOL: 4&cido

linoleico, O/L: relacion &cido graso oleico/linoleico, ARAC: 4&cido arachidico, EICO: acido

ecoseonico, BEHE: &cido behémico, LIGNO: é&cido lignocérico, %ACE: contenido de aceite, INSAT:

acidos grasos insaturados, SAT: &cidos grasos insaturados
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El &cido palmitico fue el tercero en cuantia y representd en promedio el 10,80% del total de
los &cidos grasos, con determinaciones entre 13,04 y 9,56%, y en el cultivar alto oleico
promedié solo 6,87% (+ 0,29). No obstante, Wen-Hsin et al. (1997) encontraron al &cido

linoleico en mani como principal &cido graso, seguido del &cido oleico y el palmitico.

El &cido graso estearico se encontré con promedio de 3,53 (+ 0,63) y con valores que
variaron entre 2,67 y 4,65%. Los demas acidos grasos hallados en la semilla de los 9
cultivares de composicion de aceite normal fueron el arachidico (1,45 a 2,08 %), behémico
(3,01 a 4,02 %), lignocérico (0 a 2,12 %), el eicosenoico (0 a 1,42%), todos ellos encontrados
en menor proporcién en el cultivar alto oleico (OL-01). También, Abrar (2009) present6 un
perfil de &cidos grasos con bajos niveles de acidos saturados miristico (0,04%), palmitico
(9,85%), estedrico (2,53%), arachidico (1,21%), behémico (2,52%) y lignocérico (2,42%), y
un mas alto nivel de &cidos insaturados oleico (55,36%), linoleico (26,96%) y eicosenoico

(1,36%).

Berry (1982) con cromatografia liquida de gases en el grano de 16 cultivares de mani
encontraron los &cidos palmitico (12,22 a 13,30%), estearico (3,17 a 3,67%), oleico (37,94 a
41,90%), linoleico (34,59 a 37,91%), arachidico (1,63 a 1,85%), eicosenoico (0,99 a 1,22%),
behémico (3,24 a 4,36%) y lignocérico (1,08 a 1,44%), los mismos acidos grasos fueron
encontrados en los cultivares en estudio, excepto el miristico (Abrar, 2009); sin embargo, en
todos los casos los rangos de variacién fueron mayores en los 9 cultivares de aceite normal

caracterizados, indicando mayor variabilidad en el perfil de &cidos grasos en estos genotipos.

Se encontr6 una fuerte correlacion negativa (r=-0, 999) y altamente significativa (p < 0,0001)
entre los niveles de 4cido oleico y linoleico. En la Figura 24 son presentados los promedios
de los contenidos de ambos acidos grasos en los 10 cultivares en estudio, y donde se puede

notar la tendencia completamente inversa entre los dos &cidos grasos.
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Figura 24. Promedios de los contenidos de &cido oleico y linoleico en el grano de 10
cultivares de mani cosechados en El Tigre (Edo. Anzoategui) y Maracay (Edo. Aragua).

*: 1= 15607, 2= P1-337409, 3= PI-337394, 4= Raleigh Acc.323, 5= 5231, 6= Spanish 503, 7= San
Martin, 8= TMV-2, 9= Tamrun 96, 10= OL 01.

También resultd de importancia la correlacion entre el &cido oleico y el palmitico, la misma
resulto alta, negativa y altamente significativa (r = -0,91, p < 0,001). Como era esperado se
relaciond positiva (r = 0,92) y significativamente (p < 0,0001) con el 4cido linoléico (Anexo
4). Las altas correlaciones negativas entre los acidos grasos oleico y linoleico, y entre el
palmitico y oleico han sido reportadas en mani por otros autores (Andersen et al., 1998;
Andersen y Gorbet, 2002). Los mismos autores han sefialado en mani una relacion inversa
entre el acido oleico y el porcentaje de saturacion (r = -0,841). El acido oleico también
resultd con relacion inversa con el &cido esteéarico (r=-0,71), behémico (r=-0,761) y el
arachidico (r=-0,743). Estas Gltimas fueron también encontradas por Andersen et al. (1998)
pero en débil magnitud. Asi mismo, destacd en importancia la correlacion encontrada entre el

acido arachidico y el behémico (r=0,88).
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Tanto en El Tigre, como en Maracay, fueron encontradas diferencias estadisticas entre
cultivares para todos los acidos grasos, asi como para la relacion oleico/linoleico, excepto

para el acido eicosenoico y lignocérico en el grano de El Tigre (Cuadro 11).

En cuanto al acido oleico, en la localidad de El Tigre el promedio alcanz6 51,45%. La prueba
de medias arrojé seis grupos de cultivares (Cuadro 12), destacandose como era esperado, el
cultivar OL-01, con 80,60%. A ‘OL-01’ le sigui6 el cultivar San Martin’ con 55,89; otro
grupo conformado por cuatro cultivares con altos contenidos de &cido oleico con 55,19,
53,00, 52,56% y 45,43%, correspondiente a los cultivares ‘5231°, ‘Tamrun 96°, ‘Raleigh
Acc.323’ y TMV-2, respectivamente. Otro grupo con los cultivares P1-337409 y Spanish 503
con contenidos intermedios (44,47 y 43,84%); el cultivar P1-337394 con 42,45% y por Gltimo

el cultivar 15607, el cual presentd la menor cantidad de este &cido graso 41,05% del total.

En la localidad de Maracay, la media del contenido de oleato fue de 50,88%, con rangos entre
41,74 y 56,02% para los cultivares de grano normal “15607" y "5231", respectivamente; y
alcanzando 77,93% en el cultivar OL-01, alto oleico. La prueba de media discrimind cuatro
grupos de cultivares. De nuevo el cultivar alto oleico (OL-01) se separa de los demas
cultivares con 77,93%. A este le sigue el cultivar 5231 con 56,02%, el de méas elevado oleato
dentro de los cultivares normales. Luego se separa un grupo de 5 cultivares (‘Tamrun 96°,
‘PI-337394°, ‘San Martin’, ‘Raleigh Acc. 323° y ‘TMV-2’) con contenido de acido oleico
variando entre 51,22 (cultivar Tamrun 96) y 45,50% (cultivar TMV-2). El grupo de cultivares
con el menor contenido de &cido oleico, comprende el cultivar Spanish 503, el P1-337409 y el
15607, con 43,53, 43,47 y 41,74%, respectivamente. Este grupo de cultivares resultd con
diferencias significativas con el cultivar 5231, el cual presenté el mayor contenido de oleato

dentro de los cultivares normales. El cultivar 15607 presentd el menor contenido de este
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acido graso en ambas localidades. Por otra parte, el cultivar 5231 en El Tigre fue el segundo

de mayor oleico después del cultivar San Martin (Cuadro 12).

El anélisis en conjunto para el contenido de &cido oleico mostré diferencias significativas (p
< 0,0001) entre tratamientos (Cuadro 13). Con la prueba de medias de Tukey fueron
encontrados siete grupos de cultivares. Destaca aparte el cultivar alto oleico (OL-1) con
promedio de 79,27%. A este le siguen los cultivares 5231 y San Martin con 55,61 y 53,19%,
respectivamente. Luego se discriminan los cultivares Tamrun 96 (52,11%), Raleigh Acc. 323
(50,56%), P1-337394 (46,43%) y TMV-2 (45,46%). Por ultimo, el cultivar 15607 con los
menores contenidos de oleico, junto a PI-337409 y Spanish 503 con entre 41,4 y 43,97%,
respectivamente, con diferencias significativas (p < 0,05) con los primeros cuatro grupos.

Cuadro 11. Cuadrados medios de los andlisis de varianza para los &cidos grasos del aceite del

grano de 10 cultivares de mani cosechados en El Tigre (Edo. Anzoategui) y en Maracay
(Edo. Aragua).

ACIDO GRASO  ——— El Tigg/ D — Maracg)\// D)
PALMITICO 6527 3003 6900 6774
ESTEARICO 1736 13133 0724** 5368
OLEICO 406,47 2241 32857 7842
LINOLEICO 20833%* 4318  221,89%* 1500
oIL 4255 5747  12319%* 50,93
ARACHIDONICO  0,605** 1497  0009%* 3445
EICOSENOICO 0,124ns 44485  0,197%* 6,753
BEHEMICO 2676** 14562 0425 14,562

LIGNOCERICO 0,241 ns 29,798 0,027* 6,652
INSATURADOS 39,44** 1,48 13,76** 1,16
SATURADOS 38,62** 5,36 15,33** 4,24
INS/SAT 6,55** 19,41 1,20%* 4,39

Grados de libertad de Cultivares= 9, Grados de libertad del Error= 18; **= diferencias significativas a
p < 0,01; *= diferencias significativas a p < 0,04; ns: diferencias no significativas; CM= Cuadrados
Medios; CV= Coeficiente de variacién
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Cuadro 12. Comparacion de medias para los contenidos de acidos grasos (%) del aceite en el grano de 10 cultivares de mani cosechados en El

Tigre (Edo. Anzoategui) y en Maracay (Edo. Aragua).

LOCALIDAD Cultivares' [PALMITICO  ESTEARICO  OLEICO LINOLEICO O/L Oo/L* ARACHIDICO  EICOSENOICO BEHEMICO  LIGNOLEICO INS SAT INS/SAT

1 1284 A 337 AB 4105 D 34,4 A 1,19 A 119 D 1,73 A 0,67 402 A 191 76,12 A 2387 C 3,19 A
2 10,92 CD 4,07 A 4447 C 3121 AB 143 A 143 D 207 A 0,99 433 A 1,81 76,67 A 232 BC 33 A
3 11,58 BC 3,70 AB 4245 CD 3359 A 126 A 126 D 18 A 0,95 38 A 1,63 7 A 2262 BC 341 A
4 1081 CD 382 AB 5256 BC 2446 C 2,16 A 216 B 1,84 A 0,92 336 A 1,81 7794 A 2162 BC 3,6 A

EL TIGRE 5 1057 CD 334 AB 5519 B 22,75 C 2,42 A 242 AB 162 A 1,10 311 A 1,72 79,04 A 2036 B 3,88 A
6 11,67 ABC 322 AB 4384 CD 3288 A 1,33 A 133 D 1,73 A 0,75 414 A 1,32 7746 A 22,08 BC 3,51 A
7 9,88 D 334 AB 5589 BC 2161 C 2,59 A 259 A 173 A 1,14 3,6 A 2,02 7865 A 2057 BC 3,82 A
8 12,27 AB 3,66 AB 4543 BC 2937 B 1,55 A 15 C 184 A 0,98 435 A 171 7577 A 2384 C 3,18 A
9 1059 CD 279 B 53 BC 2425 C 2,19 A 219 B 154 A 1,36 368 A 1,97 7862 A 20,57 BC 3,82 A
10 7,49 E 135 C 80,6 A 6,61 D 1359 B 043 B 1,18 113 B 1,12 88,4 B 1152 A 8,12 B
1 1181 A 401 AB 41,74 C 3353 A 1,25 A 125 A 182 B 0,89 C 392 AB 1,54 7616 A 2311 C 33 A
2 1075 A 445 A 4347 C 31,79 A 137 A 137 AB 2 A 0,89 C 398 AB 1,47 76,15 A 2266 C 3,36 AB
3 1015 A 4,03 AB 50,41 BC 2646 A 2,04 A 204 AB 186 AB 0937 C 35 ABCD 1,54 7781 AB 21,08 BC 3,45 AB
4 10,4 A 4,01 AB 4856 BC 28,05 A 1,79 A 1,79 AB 178 B 0843 C 326 BCD 142 7745 AB 20,88 BC 3,54 AB

MARACAY 5 9,99 A 3,60 BC 56,02 B 2213 A 2,54 A 254 B 1,6 CD 0,99 C 285 D 1,39 7915 B 1943 B 3,64 ABC
6 11,08 A 381 B 4353 C 3232 A 1,35 A 135 A 1,78 BC 0,95 C 3,58 ABCD 1,47 76,8 AB 21,72 BC 3,69 ABC
7 1052 A 4,00 AB 50,37 BC 2601 A 2,04 A 204 AB 185 AB 0,96 C 339 ABCD 15 7733 AB 21,26 BC 3,72 ABC
8 11,14 A 384 B 45,5 BC 3033 A 151 A 151 AB 184 AB 0933 C 388 AB 1,56 76,76 AB 2226 C 3,84 BC
9 1092 A 3,02 CD 5122 BC 2656 A 1,93 A 193 AB 151 DE 1283 B 3,47 ABCD 1,67 7907 B 2059 BC 4,07 C
10 6,26 B 2,84 D 7793 A 3,7 B 21,98 B 141 E 1,68 A 3,02 CD 1,67 8332 C 152 A 5,49 D
1 1233 A 3,69 AB 41,4 E 3397 A 1,22 A 122 A 1,78 AB 0,78 B 397 AB 1,73 76,14 A 2349 E 3,24 A
2 1084 BCD 426 A 4397 E 315 AB 14 A 14 AB 204 A 0,94 AB 416 A 1,64 7641 A 2293 CDE 333 A
3 10,87 BCD 3,87 AB 46,43 CDE 30,03 ABC 1,65 A 165 ABC 186 AB 0,95 AB 368 ABC 159 77,4 AB 2185 BCDE 3,55 A
4 10,6 BCD 392 AB 50,56 BCD 26,25 BCD 1,97 A 197 BCD 181 AB 0,88 AB 331 BC 1,61 77,7 AB 2125 BCD 3,66 A

PROMEDIO 5 10,28 CD 347 BC 5561 B 2244 D 2,48 A 248 D 161 B 1,04 AB 298 C 1,55 79,1 B 199 B 3,98 A
6 11,38 ABC 352 BC 4369 E 32,6 A 1,34 A 134 A 1,75 AB 0,85 AB 386 AB 1,39 7713  AB 219 BCDE 3,53 A
7 10,2 D 3,67 AB 5313 B 2381 D 2,32 A 232 D 1,79 AB 1,05 AB 35 ABC 1,76 7799 AB 2092 BC 3,73 A
8 11,71 AB 375 AB 4546 DE 29,85 ABC 153 A 153 ABC 184 AB 0,96 AB 412 A 1,64 76,27 A 23,05 DE 3,32 A
9 10,76 BCD 291 C 52,11 BC 2541 CD 206 A 206 CD 152 B 1,32 AB 358 ABC 182 7884 B 2058 B 3,83 A
10 6,87 E 210 D 79,27 A 5,16 E 17,79 B 092 C 1,43 A 2,08 D 14 8586 C 1336 A 6,81 B

1: 1= 15607, 2= P1-337409, 3= P1-337394, 4= Raleigh Acc.323, 5= 5231, 6= Spanish 503, 7= San Martin, 8= TMV-2, 9= Tamrun 96, 10= OL-01; *: sobre 9
cultivares de aceite normal; INS: &cidos grasos insaturados; SAT: acidos grasos saturados.
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Cuadro 13. Cuadrados medios de los andlisis de varianza combinado para el contenido de

aceite y sus acidos grasos en el grano de 10 cultivares de mani cosechados en El Tigre (Edo.

Anzoategui) y en Maracay (Edo. Aragua).

FdeV GL ACE PALM  ESTEA OLEIC  LINOL O/L ARACH  EICOS BEHE LIGNOL

Loc N 3,65 493 00lns 983ns 0018ns 00Lns  0,08ns 0,47
(p<0,002) (p<0,001) (p<0,069) (p<0,09) (p<0,076) (p<0,59) (p<0,441) (p<0,077) (p<0,442) (p<0,077)
TRAT o | 22 1274 223 71517 41363 1549 056 0,26 2,35 0,12 ns
(p<0,656) (p<0,000) (p<0,000) (p<0,000) (p<0,000) (p<0,000) (p<0,000) (p<0,024) (p<0,000) (p<0,54)

LocxTrat| o | 193 0,69 023 19,88 1659 1084 015  007ns 0,07 0,15 ns
(p<0,745) (p<0,058) (p<0,058) (p<0,037) (p<0,068) (P<0,005) (p<0,000) (p<0,753) (p<0,000) (p<0,375)

ERROR 36
CV (%) 3,97 5,46 9,54 5,74 11,03 53,91 10,55 31.55 11,5 22,66

Leyenda: ACE= contenido de aceite, PALM= 4cido palmitico, ESTEA= 4&cido esteérico, OLEIC=
&cido oleico, LINOL= &cido linoleico, O/L= relacién &cido graso oleico/linoleico, ARAC= &cido
arachidico, EICO= acido ecoseonico, BEHE= &cido behémico, LIGNO= 4cido lignocérico; CV=

coeficiente de variacion
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Figura 25. Promedio de los contenidos de acido oleico del grano de 10 cultivares cosechados
en El Tigre (Edo. Anzoategui) y Maracay (Edo. Aragua).

*: 1= 15607, 2= PI-337409, 3= PI-337394, 4= Raleigh Acc.323, 5= 5231, 6= Spanish 503, 7= San
Martin, 8= TMV-2, 9= Tamrun 96, 10= OL 01.
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La interaccion localidad x tratamiento resultd significativa (p < 0,037); sin embargo, la
misma es evidente solo con el cultivar PI-337394 que present6 en El Tigre el segundo valor
mas bajo (42,45%) y en Maracay intermedio con 50,41%. Por otra parte, menos variacion
entre las dos localidades (Fig. 25) fue observada para el cultivar San Martin con el méas
elevado contenido de acido oleico (55,90%) en El Tigre, en Maracay bajé a 50,37%. El
cultivar Raleigh Acc.323 con 52,56 en El Tigre, presentd en Maracay 48,56%. Sin embargo,
en la Figura 25 se puede notar que los contenidos de este acido graso en el grano cosechado

en ambas localidades siguieron la misma tendencia.

El ANAVAR combinado para el contenido de acido oleico no detecté diferencias
significativas entre localidades (p < 0,0697); siendo el promedio en El Tigre de 51,45% y en
Maracay de 50,88%. La media del contenido de oleato fue menor en los cultivares tipos
Spanish, alcanzando 42,95% en El Tigre y 44,79% en Maracay, mientras que los cultivares
Runner y Virginia (tipos hypogaea) alcanzaron un 52,42 y 50,33%, respectivamente (Cuadro
9). Resultados similares fueron sefialados en 29 cultivares nativos de Arachis hypogaea L.,
donde se encontrd una mayor concentracion de acido oleico en las variedades hypogaea que
en las fastigiata, aequatoriana y peruviana (Grosso y Guzman, 1995). Asi mismo, Bansal et
al. (1993) encontraron que la concentracion de acido oleico fue mayor en los genotipos
provenientes de los tipos Virginia runner, seguidos de Virginia bunch, y con un minimo en

los tipo Spanish, esta tendencia fue contraria con el &cido linoleico.

En relacion al &cido linoleico, en El Tigre fue observada variacion en los cultivares normales
con entre 21,61 y 34,40%. En esa localidad el menor contenido de &cido linoléico lo present6
el cultivar OL-01 con 6,61%. La prueba de medias discriminé cinco grupos de cultivares, y
con tendencia contraria a los grupos formados para el contenido de &cido oleico. El grupo de

mayor proporcion de acido linoleico fue constituido por los cultivares 15607, P1-337394 y
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Spanish 503, con 34,40, 33,59 y 32,88%; a este le siguen dos grupos intermedios, uno con el
cultivar P1-337409 con 31,21%, y otro con el cultivar TMV-2 con 29,37%, el cuarto grupo,
con diferencias significativas con los otros cultivares, con rango entre 24,46 y 21,61%, que

son los cuatro de mayor oleico en su aceite.

En Maracay, fue encontrado entre 22,13 a 33,53% de &cido linoleico para los cultivares no
oleicos; sin embargo, a pesar de esta variacién no se observaron diferencias significativas
entre estos cultivares, posiblemente debido al bajo contenido de este acido graso en el
cultivar OL-01 que solo alcanz6 el 3,70%, 1,74 veces mas bajo que en la localidad de El
Tigre. En este sentido, la prueba de medias (Cuadro 12) discrimind solo dos grupos los

cultivares de composicion de acidos grasos normal y el alto oleico.

El analisis combinado arrojo diferencias significativas entre tratamientos (p < 0,0001). No se
encontraron diferencias significativas entre localidades, ambas con alrededor de 26% de
acido linoleico. La interaccion localidad x tratamiento result6 significativa solo al p < 0,068;
pudiéndose notar diferencias en los cultivares P1-337394, Raleigh Acc.323 y San Martin (Fig.
26); como era esperado los mismos que presentaron interaccion localidad x tratamiento para

el acido oleico.

La prueba de medias para el contenido de &cido linoleico (Cuadro 12) en el grano cosechado
en las dos localidades discriminé siete grupos de cultivares. Los cultivares 15607 y Spanish
503 tuvieron los mayores contenidos de acido linoleico con 33,97 y 32,60%, seguidos por el
cultivar P1-337409 con 31,60% con 31,50%. El tercer grupo estuvo constituido por los
cultivares P1-337394 (30,03%) y TMV-2 (29,85%). Luego se ubico el cultivar Raleigh
Acc.323, con diferencias significativas con los de mayor contenido con 26,25%. Otro grupo
con el cultivar Tamrun 96 con 25,41%. Los cultivares San Martin y 5231 constituyen el

grupo de menor contenido de éste &cido graso con 23,81 y 22,44%. El cultivar alto oleico
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alcanz6 solo 5,16%. Este contenido de linoleato es reportado como promedio por otros

autores en cultivares alto oleico por ellos evaluados (Andersen et al., 1998).

Knauft et al. (1993) afirman que la mayoria de los cultivares de mani promedian 55% de
acido oleico y 25% de acido linoleico, y que la proporcidn entre ambos estd directamente
relacionada. En la Figura 27 se puede notar claramente la estrecha correspondencia de los
acidos grasos oleico y linoléico, de manera que la expresion de la relacion O/L refleja con

precisién el contenido relativo de estos dos &cidos grasos.

Campos et al. (2009) en seis cultivares encontraron rangos entre 43,4 a 46,2% para el acido
oleico, y entre 32 a 32,36% para el linoleico. Andersen et al. (1998) indicaron entre 79 a 82%
de &cido oleico y 5% de linoleico en cultivares alto oleico, y en los deméas genotiposel rango
fue entre 53 y 60%, y entre 18 y 27% de &cido oleico y linoleico, respectivamente, siendo el

oleato mayor que los rangos encontrados en los cultivares de aceite normal en este trabajo.

mE| Tigre

mg/g

B Maracay

Cultivares*

Figura 26. Promedio de los contenidos de &cido linoleico en el grano de 10 cultivares

cosechados en El Tigre (Edo. Anzoategui) y Maracay (Edo. Aragua).

*; 1= 15607, 2= PI-337409, 3= PI-337394, 4= Raleigh Acc.323, 5= 5231, 6= Spanish 503, 7= San
Martin, 8= TMV-2, 9= Tamrun 96, 10= OL 01.
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Figura 27. Relacion acidos grasos oleico y linoleico en el grano de 9 cultivares de mani

cosechados en El Tigre (Edo. Anzoategui) y Maracay (Edo. Aragua).

*: 1= 15607, 2= PI1-337409, 3= PI-337394, 4= Raleigh Acc.323, 5= 5231, 6= Spanish 503, 7= San
Martin, 8= TMV-2, 9= Tamrun 96.

Ajay et al. (2008) reportaron un amplio rango en el perfil de &cidos grasos en cultivares de
mani variando entre 34,94 a 55,8% de &cido oleico, y 27,80 a 42,47% de linoleico; ambas

variaciones mayores que las encontradas en el grano de los 9 cultivares normales estudiados.

La caracteristica mas importante del perfil de &cidos grasos en mani es la contribucion de los
acidos grasos oleico y linoleico y su relacion. La relacién acido graso oleico y linoleico es
importante para conocer la calidad del aceite, por cuanto no solo influencia la vida util
mejorando la estabilidad oxidativa del aceite, del grano y de sus productos derivados, sino
que también mejora la calidad nutricional del mismo. Las mayores relaciones O/L tienen
efecto positivo en la calidad del mani, asi como en su valor nutritivo. Asibuo et al. (2008)

indican como promisorios para calidad de aceite cultivares con relaciones O/L mayores de 2.
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El andlisis de varianza para la relacion O/L (Cuadro 11) fue realizado sobre los nueve
cultivares de aceite normal a fin de conocer las diferencias entre estos, ya que la amplia
discrepancia en los contenidos de estos acidos grasos de los cultivares normales y el alto
oléico, podrian enmascarar las verdaderas diferencias. Fueron encontradas diferencias
altamente significativas entre tratamientos en EIl Tigre (p < 0,0001), en Maracay (p < 0,01) y

para el andlisis en conjunto (p < 0,0001).

La prueba de medias en El Tigre establecid cinco grupos de cultivares. En el primero destaca
el cultivar San Martin con 2,59; el siguiente cultivar de mayor relacién O/L fue el 5231 con
2,42; a este le siguen los cultivares Tamrun 96 y Raleigh Acc.323 los cuales presentaron
relaciones O/L de 2,19 y 2,16; luego se presenté el cultivar susceptible TMV-2 con relacién
O/L de 1,55, y por ultimo se discriminaron cuatro cultivares (15607, P1-337394, Spanish 503
y P1-337409) con la menor calidad de aceite, con entre 1,43 y 1,19, todos ellos pertenecientes

al tipo Spanish (Cuadro 12).

Por otra parte, en Maracay se destacO el cultivar 5231, con relacion O/L de 2,54, con
diferencias significativas (p < 0,05) con los cultivares de menor O/L (15607 y Spanish 503).
Los demas cultivares fueron intermedios de acuerdo la prueba de medias y su relacién varid

entre 2,04 y 1,37 (Cuadro 12).

Mediante el analisis en conjunto no fueron detectadas diferencias significativas entre
localidades, mientras que resultd significativa la interaccion localidad x tratamiento (p <
0,038). Los cultivares que presentaron dicha interaccion fueron el PI1-337394 con O/L de 1,26
y 2,04, el Raleigh Acc.323 con 1,79 y 2,16, el Tamrun 96 con 1,93 y 2,19 y el San Martin
con 2,04y 2,59, en El Tigre y Maracay, respectivamente (Figura 36). A pesar de la diferencia
encontrada en este Gltimo en ambas localidades, se puede sefialar que el mismo presentd

estabilidad de su aceite, por presentar una relacion O/L elevada en ambas localidades. Casini
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et al. (2003) encontraron que la relacion O/L fue influenciada por el cultivar y asi como por
factores ambientales. El promedio de O/L de ambas localidades fue de 1,78 (+ 0,51), el cual
fue similar a los reportados por Casini et al. (2003), Campos et al. (2009) y Grosso y
Guzman (1995) quienes encontraron promedios de 1,22, 1,40 y 1,20 en la relacion O/L. El
rango sefialado por Asibuo et al. (2008) en 20 variedades de mani fue de 1,14 a 3,66, mas
amplio que el encontrado en los cultivares de aceite normal estudiados que fue de 1,14 a 2,59.
Por su parte, seis cultivares Spanish estudiados por Ldpez et al. (2001) presentaron rangos de

O/L entre 0,8y 2,1 con media de 1,2.

Los cultivares tipos Spanish poseen menores relaciones O/L y por ende un aceite menos
estable que los cultivares runner o tipos Virginia (Bansal et al., 1993; Lopez et al., 2001). Los
tipos Spanish presentaron promedios de O/L menores que los tipos Virginia en ambas
localidades con 1,30 y 1,50 en El Tigre y Maracay, respectivamente; mientras que los
promedios de las variedades hypogaea alcanzaron una relacién de O/L de 2,18 y 1,96,

respectivamente.

Los genotipos normales presentaron promedios del &cido graso palmitico de 11,24 (+0,92) y

10,75% (x0,79), en El Tigre y Maracay, respectivamente.

En el Tigre, la prueba de medias (Cuadro 12) diferenci6 significativamente (p < 0,05) siete
grupos de cultivares: los primeros tres constituidos cada uno por un solo cultivar, e incluyen
el 15607, TMV-2, y el Spanish 503, con los mayores contenidos de este &cido saturado, con
rangos entre 12,84% a 11,67%, el cuarto grupo esta conformado por el cultivar P1-337394,
con diferencias significativas (p < 0,05) con el primero, el quinto grupo de cuatro cultivares
de aceite normal con rangos entre 10,92 a 10,57% de relativamente bajos contenidos de acido

palmitico, y por Gltimo de nuevo destaca el cultivar San Martin con 9,88%. Como era de
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esperarse por la alta correlacion encontrada con el acido linoleico, nuevamente el cultivar alto

oleico comprende un grupo aparte con el menor porcentaje de acido palmitico 7,49%.

En el grano cosechado en Maracay, la prueba de medias para el acido palmitico discrimind
significativamente solo dos grupos de cultivares, los de composicién normal variando entre
11,81y 9,99% para el cultivar 15607 y 5231, respectivamente; y el cultivar alto oleico con
6,26% de acido palmitico. En el cultivar OL-01 el &cido palmitico representd en promedio el
64,98% del encontrado en los cultivares normales, y dentro del rango reportado por Andersen
et al. (1998) que fue entre 50 y 67% del contenido en lineas de mani de aceite normal. Estos
autores sefialan que valores de este acido graso fueron hasta el doble en cultivares normales
de mani (9 a 10%) que en los alto oleico (5 a 8%). Ajay et al. (2008) encontraron rangos
entre 10,09 a 17,65% en la especie, siendo este Gltimo alto para mani. La variacién promedio

en el grano de los cultivares normales fue entre 10,20 a 12,33% para este acido graso.

Con el analisis combinado (Cuadro 13) fueron encontradas diferencias significativas entre
localidades (p < 0,001), siendo la media de EIl Tigre (10,86% = 1,46) mayor que en Maracay

(10,30% +1,56). La interaccion localidad x tratamiento resulté significativa a p < 0,058.

En cuanto al contenido de acido esteérico, en El Tigre la prueba de medias mostré cuatro
grupos de cultivares. EI P1-337409 con 4,07% fue el de contenido mas alto de este acido
graso. El segundo grupo comprende siete cultivares de rangos entre 3,82 y 3,22% de
proporcion intermedia y el ‘“Tamrun 96’ presentd el menor contenido con 2,79% entre los
cultivares de composicion normal del aceite. El cultivar alto oleico present6 solo el 1,35% de

este acido graso (Cuadro 12).

En Maracay también fueron encontradas diferencias significativas entre cultivares. La prueba

de media separd seis grupos (Cuadro 12). De nuevo el cultivar PI1-337409 presentd el
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contenido de &cido estearico méas elevado con 4,45%. El segundo grupo se formo con cuatro
cultivares de alrededor de 4 %. A este le siguen dos grupos de entre 3,84 a 3,60%. El cultivar
Tamrun 96, también en esta localidad presentd los menores contenidos de este acido graso
entre los cultivares normales con 3,02%. El cultivar OL-01 presentd 2,84% de este AG,
contenido bajo, pero méas del doble que el encontrado en El Tigre. Fueron encontradas
diferencias entre localidades (p < 0,0004) siendo el promedio mayor en Maracay (3,76%) que
en El Tigre (3,27). Los cultivares muestran un comportamiento diferencial entre las
localidades siendo la interaccion localidad x tratamiento estadisticamente significativa (p <

0,058).

Otros &cidos grasos presentes en el perfil del aceite de los 10 cultivares en estudio fueron los
acidos grasos saturados arachidico, y lignocérico, y el insaturado eicosenoico con
determinaciones entre 0 y alrededor del 2% en la composicion del aceite. Para estos tres
acidos grasos fueron encontradas diferencias altamente significativas entre cultivares, excepto

para el acido eicoseonico en la localidad de EI Tigre.

Del anélisis en conjunto se pueden observar diferencias entre localidades, las mismas
alcanzaron una significacién al 7% para los &cidos grasos arachidico y lignocérico. Resulto

significativa la interaccion localidad x tratamiento para los acidos arachidico y el lignocérico.

Al respecto, Andersen et al. (1998) encontraron en cultivares alto oleico mayores
proporciones de acido eicoseonico y menores proporciones de arachidico y behémico en
comparacion a lineas normales. De acuerdo a los contenidos de arachidico, behémico y
lignocérico de los 10 cultivares estudiados el cultivar alto oleico presenta grupos aparte como

los de menor proporcién en estos &cidos grasos (Cuadro 12).
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El contenido de &cidos grasos insaturados y saturados en el grano de los cultivares normales
promedié 75 y 25% en El Tigre y 76,4 y 23,6% en Maracay. Campos et al. (2009)
encontraron promedios de estos &cidos grasos de 79 y 17%, respectivamente, en seis nuevos
cultivares evaluados por ellos. Por su parte, Asibuo et al. (2008) encontraron rangos entre
17,85y 22,80% en los acidos grasos saturados en 20 cultivares de mani, y sefialan que las
variedades Virginia presentaron normalmente menores contenidos de grasas saturadas que los

de tipo Spanish.

Una de las principales metas del mejoramiento para calidad de aceite ha sido reducir el
contenido de &cidos grasos saturados y aumentar el de insaturados (Ajay et al., 2008). La
relacion &cidos grasos insaturados/saturados resulté con diferencias significativas en los
cultivares de aceite normal en la localidad de El Tigre, variando entre 3,01 a 3,63, y con 7,07
de promedio en OL-01. La prueba de medias mostrd cuatro grupos de cultivares siendo los
mejores cultivares el 5231, San Martin y Tamrun 96 con 3,63, 3,57 y 3,52 como los de mayor
relacién; seguidamente los cultivares Raleigh Acc. 323 y Spanish 503 tuvieron relacion de
3,42y 3,38, a estos le siguid el cultivar PI-337394 con 3,31, los cultivares 15607 y P1-337409
formaron otro grupo de cultivares con 3,13 y 3,08, y por ultimo el cultivar TMV-2 como el
cultivar con mas acidos grasos saturados en relacion a los insaturados. Tomando en cuenta el
cultivar alto oleico, los demas cultivares en esta localidad resultaron sin diferencia entre ellos

(Cuadro 12).

En Maracay, el cultivar 5231 de nuevo presentd la mejor relacion insaturados / saturados con
3,83, a este le siguid un grupo de cuatro cultivares (Tamrun 96, Raleigh Acc.323, P1-337394
y San Martin) con relaciones entre 3,55 y 3,44, por Ultimo un grupo con los cultivares
Spanish 503, TMV-2, PI-337409 y 15607 con variacion entre 3,35 y 3,14, estos fueron los

mismos que presentaron la menor calidad del aceite en la localidad de EI Tigre. El cultivar
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alto oleico (OL-01) presentd una relacion mucho méas baja en esta localidad (4,84), que la

hallada en El Tigre (7,07), (Cuadro 12).

Andersen y Gorbet (2002) encontraron una fuerte correlacion inversa entre el porcentaje de
saturacién y el acido oleico (r = -0,841), en los 10 cultivares bajo estudio la misma fue

encontrada solo en la localidad de El Tigre (r = -0,49, p < 0,01).

La relacion acidos grasos insaturados/saturados resulté con la méas alta correlaciéon con el
contenido de proteinas en el grano con r = 0,95 (p < 0,001). También resultdé importante la
correlaciéon con el contenido de aceite del grano, siendo esta negativa y altamente
significativa (r = -0,63, p < 0,01). Se puede sefalar que los cultivares de grano con altas
relaciones AG insaturados/saturados presentaron contenidos de proteinas mas elevados,

mejor calidad de aceite y haciendo un aporte nutricional.

En el grano de los 10 cultivares en estudio fue encontrada variabilidad en cuanto al perfil de
los &cidos grasos en su aceite. Alta variabilidad en las concentraciones de &cidos grasos en
mani también han sido reportadas por otros autores (Bansal et al., 1993; Lopez et al., 2001;
Ajay et al., 2008). Andersen y Gorbet (2002) sefialan que a pesar de haber encontrado efectos
genotipicos altos, las épocas de siembra influenciaron la quimica del aceite de los cultivares
probados. Solo los acidos grasos palmitico y esteéarico presentaron diferencias significativas
entre localidades (p < 0,06); mientras que cinco de los ocho acidos grasos detectados
mostraron interaccion genotipo ambiente, aln cuando se presentaron cultivares con
comportamiento estable en ambas localidades. Bansal et al. (1993) encontraron significativa
variabilidad en el perfil de &cidos grasos el mismo fue altamente influenciado por las

condiciones ambientales.
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El cultivar normal con las mejores caracteristica de su aceite resulto ser el "5231", por cuanto
mostré menor cantidad de los &cidos grasos saturados (19,90), mayor relacién ins/sat (3,98),
y alta relacién O/L (2,48) el cual es usado como indice de estabilidad del aceite por cuanto el
acido oleico presenta una mayor saturacion y por consiguiente es mas estable. El otro cultivar
promisorio por su calidad del aceite fue San Martin con 20,92% de &cidos saturados, 3,73 de
indice de saturacion, el segundo valor de contenido de aceite con 43,36% y alta relacion O/L
(2,32). Estos cultivares presentaron los mas altos contenidos de aceite con 44,48 y 43,36%,
respectivamente; pero estadisticamente igual que los otros genotipos. Seran mas aptos para
confiteria los de menores cantidades de aceite en su grano, pero no se encontrd suficiente

variabilidad. Todos los cultivares presentaron contenidos de aceite alrededor de 43%.

Por su parte, el cultivar 15607 fue el que presentd la menor calidad de aceite, por su
inestabilidad dada por O/L (1,22) y su mayor contenido de acidos grasos saturados (23,49%).
También el cultivar Spanish 503 mostré baja calidad del aceite en lo que respecta al indice de

estabilidad.

INCIDENCIA DE Aspergillus flavus Y CANTIDADES DE

AFLATOXINAS EN RELACION A LA COMPOSICION DEL ACEITE

En el grano de los cultivares en estudio, en El Tigre, como en Maracay, no fue encontrada
correlacion entre el perfil de acidos grasos y la incidencia de A. flavus, asi como con la
cantidad de aflatoxinas. En la Figura 28 se puede notar la tendencia de los cultivares en
cuanto a su colonizacién por A. flavus y contenidos de los principales &cidos grasos (oleico y

linoleico).

El cultivar Spanish 503, que presentd la mayor incidencia de A. flavus (Cuadro 3), tanto en El

Tigre (29%) como en Maracay (35%), tuvo el mayor contenido de &cido linoleico en El Tigre
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(32,88%) y de los de contenidos de &cido oleico méas bajos (43,53%). Asi mismo, resulto con
el 32,32%, segundo mayor contenido de linoleato en el grano cosechado en Maracay (Cuadro
12), no obstante en esa localidad no fueron encontradas diferencias significativas entre

tratamientos (Cuadro 11).

Sin embargo, en El Tigre, los cultivares 15607 y PI1-337394 con contenidos de linoleico
iguales al cultivar Spanish 503, presentaron bajas incidencias de A. flavus de 7 y 6,67%, las
cuales constituyeron un grupo de cultivares intermedios segun el orden de la prueba de
medias (Cuadro 3). Por su parte, el cultivar Spanish 503 presentd baja relacion O/L, luego de
los cultivares 15607 y P1-337394, indicando un contenido de &cido linoleico alto en relacion

con el oleico en el grano.

En la localidad de El Tigre, los cultivares 5231, San Martin y Raleigh Acc.323 presentaron
las segundas mayores incidencias de A. flavus con 16, 15 y 14% de granos colonizados,
respectivamente (Cuadro 3) y fueron los que tuvieron contenidos de &cido oleico elevados,
con 55,19, 55,89 y 52,56%, respectivamente; sin embargo, la prueba de medias no
discrimind diferencias significativas (p > 0,05) con los cultivares de menor incidencia de este

moho.

No obstante, estos tres cultivares (5231, San Martin y Raleigh Acc.323) presentaron, en El
Tigre, colonizacion de A. flavus por encima de la media. En esa localidad el cultivar Pl-
337409, testigo resistente a A. flavus, presentd una incidencia de 11,67% y un 44,47% de

acido oleico, con diferencias significativas solo con el cultivar 5231 con 55,19%.

126



(e>]

o

g 60 moleico
‘CE» 50 H linoleico
A. flavus

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Cultivares™

Figura 28. Incidencia de A. flavus y contenidos de acidos oleico y linoleico en el grano de 10

cultivares de mani cosechado en El Tigre (Edo. Anzoategui) y Maracay (Edo. Aragua).

*: 1= 15607, 2= PI-337409, 3= P1-337394, 4= Raleigh Acc.323, 5= 5231, 6= Spanish 503, 7= San
Martin, 8= TMV-2, 9= Tamrun 96, 10= OL 01.

Como se sefiald anteriormente, también en Maracay los cultivares 5231, San Martin y
Raleigh Acc.323, conjuntamente con el cultivar PI1-337394, de alto contenido de &cido oleico;
presentaron baja incidencia de A. flavus. El cultivar 5231 presentd 2% de incidencia en esta

localidad y el mayor contenido de oleato.

El cultivar Tamrun 96, fue el de menor incidencia de A. flavus en El Tigre (Cuadro 3) y de
menor valor promedio en el contenido de aflatoxinas (0,67 ng/g). Aunque estas Gltimas no
presentaron diferencias significativas entre cultivares, Tamrun 96 fue de los cultivares
normales con las menores proporciones de acido lindleico (24,25%), al igual que ‘San
Martin’, ‘5231” y ‘Raleigh Acc.323” con 21,61, 22,75 y 24,46% con incidencias intermedias

de A. flavus.

En Maracay, ‘Tamrun 96’ tuvo también baja incidencia y la menor cantidad de aflatoxinas

(0,67 ng/g) (Cuadro 3), con 51,22% de oleato y 26,56% de linoleato. Se puede notar que
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existe una tendencia de este cultivar a tener baja colonizacion por este moho. Shan et al.
(2006) encontraron que variedades de mani con mayor resistencia a A. flavus tuvieron mas
alta proporcion de acido oleico, y menor contenido de &cido linoleico en su grano. Sin
embargo, Doehlert et al. (1993) en un estudio in vitro reportaron que la accion de la lipasa,
acido linoleico y &cido linolénico en homogeneizados de soya inhibi6 la germinacion de
conidios de A. flavus, mientras que el acido oleico no tuvo efectos comparados con los
homogeneizados no tratados. El cultivar alto oleico con un 80,6% de este acido graso en la
localidad de El Tigre, presentd una incidencia de A. flavus de 11%, intermedia entre los
genotipos Spanish 503 y Tamrun 96; mientras que en Maracay, OL-01 presentd 6,67% de
promedio de granos colonizados, y 77,93% y 3,7% de &cido oleico y linoleico,
respectivamente y present6 también mayor valor de aflatoxinas que los demas, con solo 3,67

ng/g (Cuadro 3).

Al respecto, Xue et al. (2005) determinaron que el nivel de oleato no tuvo efecto en el
crecimiento, color o desarrollo de colonias de A. flavus. Holbrook et al. (2000) aseguran
que las cantidades reducidas de acido linoleico de la variedad alto oleico ‘Sun Oleic 97R’
fueron todavia suficientes para inducir y soportar la conidiacién de Aspergillus. También
indican que, asi como diversos estudios han mostrado que varios &cidos grasos insaturados
afectan el proceso de desarrollo de Aspergillus, asi mismo las relaciones acidos grasos
insaturados/saturados se han reportado como importantes para el desarrollo de este moho

(Holbrook et al., 2000).

El contenido de aflatoxinas en los granos de los 10 cultivares fue bajo y no mostro6 relacion
con su composicion de acidos grasos. Sin embargo, en El Tigre, el contenido de aflatoxinas
transformado, presentd baja relacion positiva con el &cido oleico (r=0,19) y negativa con el

linoleico (r=-0,18), y no significativa (p < 0,31 y p < 0,33). Con los datos de ambas
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localidades se mostré tendencia a una relacion positiva con el &cido oleico y negativa con el
linoleico, pero de menor magnitud y no significativa (r=-0,15, y r=-0,15, p < 0,26,
respectivamente). La relacién O/L se correlacion6 de manera positiva con el contenido de
aflatoxinas transformado con r=0,20, pero a baja probabilidad (p < 0,13), indicando cierta
tendencia a encontrar un mayor contenido de aflatoxinas a mayor relacién O/L, es decir

mayor cantidad de oleico en relacion al acido linoleico.

De los cultivares probados en este estudio, el Unico genotipo de bajo linoleato (alto oleato)
fue el OL-01, el mismo se encontrd con el tercer valor méas alto de aflatoxinas en promedio,
con solo 3,17 ng/g, al igual que en la localidad de El Tigre con 2,67 ng/g sin diferencias
estadisticas con los demas cultivares de aceite normal. En Maracay, este cultivar result6
como segundo, sin diferencias significativas con el méas alto con 4,33 ng/g (Cuadro 3). En El
Tigre, los cultivares TMV-2, testigo susceptible, y el alto oleico fueron los que presentaron
mayores valores de aflatoxinas en su grano con 5y 3,67 ng/g, respectivamente (Cuadro 3), y
los mismos presentaron diferente calidad de aceite. El cultivar TMV-2, resulté con el
contenido de aflatoxinas mas alto en el grano cosechado en Maracay, con un promedio de
6,33 ng/g; sin embargo el mismo present6 contenidos intermedios de acido oleico (45,5%) y
linoleico (30,33%); asi como de los demés &cidos grasos (Cuadro 12). Xue et al. (2005)
determinaron que el nivel de oleato influenci6 (p < 0,05) el contenido de aflatoxinas B1, B2,

y totales. Estos fueron estudios realizados en laboratorio.

Holbrook et al. (2000) sefialan que un estudio comparativo de campo con genotipos de mani
con reducidas y normales proporciones de &cido linoleico revel6 efectos no medibles de este
acido graso en la contaminacion de mani precosecha por aflatoxinas; al igual que lo
observado en esta investigacion. Estos autores concluyeron que los productos de la via de la

lipoxigenasa, que han sido reportados afectando la biosintesis de aflatoxinas in vitro, podrian
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no estar presentes en cantidades suficientes para afectar la contaminacion por aflatoxinas

durante el desarrollo de la semilla de mani.

Por su parte, Priyadarshini y Tulpule (1980) afirman que la cantidad neta de produccion de
aflatoxinas en grano para consumo puede esperarse sea en funcion de la relacion acidos
grasos saturados e insaturados. Al respecto, no fue encontrada correlacion entre las
cantidades de aflatoxinas y la relacion acidos grasos insaturados y saturados en el presente

trabajo.

Cabe sefialar, como se indicO anteriormente, que en el grano de los cultivares estudiados
fueron encontrados bajos contenidos de aflatoxinas, por lo que posiblemente no fue detectada
una relacion cierta entre los contenidos de las mismas y el perfil de acidos grasos del grano.
En este sentido, la relacion acidos grasos insaturados/saturados fue correlacionada de manera
inversa con la incidencia de A. flavus transformada (r=-0,21, p < 0,11), y positiva con la de
mohos totales (r=0,20, p < 0,12), A. niger (r=0,32, p < 0,01) y A. terreus (r=0,23, p < 0,07).
Del mismo modo, fue encontrada correlacién entre los dias a cosecha de los cultivares y los
contenidos de oleato y linoleato, la misma fue positiva con el primero y negativa con el
linoleico. Esta relacién fue méas alta en la localidad de El Tigre con r=0,36 y r=-0,39 (p <

0,001) y con la totalidad de los datos r=0,25 y r=-0,26 (p < 0,001).

Los cultivares mas tardios tuvieron la tendencia a tener mas acido oleico en su grano, y los
mismos son mas sujetos a presentar stress por sequia (Lopez et al., 2001) siendo la condicion
de sequia muy relacionada con altas incidencias de A. flavus y altos contenidos de aflatoxinas
en los granos (Hershey, 2007). Lo contrario para con los cultivares de ciclo corto. Por su
parte, Dwivedi et al. (1996) en mani encontraron que la sequia a finales de ciclo aumentaba
el contenido de acido oleico, sin afectar el contenido total de aceite del grano. En este

sentido, los tipos de mani Spanish son méas precoces y por ende mas tolerantes a la sequia que

130



los otros tipos comerciales de mani (Lopez et al., 2001). Al respecto Hershey (2007) indica
que los cultivares de ciclo corto, que maduran mas rapido, se presentan mas resistentes a las
aflatoxinas en el mani, por cuanto el estrés hidrico a final del ciclo del cultivo interrumpe el

metabolismo de los lipidos en cultivares susceptibles mas que en cultivares resistentes.

INCIDENCIA DE OTROS MOHOS EN EL GRANO EN FUNCION LA

COMPOSICION DEL ACEITE

La relacion O/L presentd correlacion significativa (p < 0,05) con la incidencia de mohos
totales de manera inversa (r=-0,25), indicando que a mayor contenido de linoleato relativo al
oleato en el grano, mayor fue la incidencia de mohos totales. Esta relacion fue nula en la
localidad de El Tigre, y mas alta y significativa (r=-0,54, p < 0,001) en el grano cosechado en
Maracay. En esta Gltima, las mas altas correlaciones fueron encontradas entre el porcentaje de
granos colonizados por mohos totales y el acido palmitico (r= 0,58, p < 0,001), &cido
linoleico (r= 0,51, p < 0,001), &cido oleico (r=-0,51, p < 0,001), asi como también con el
behémico (r=0,28, p < 0,14) y eicosenoico (r=-0,28, p < 0,14), pero a menor significacion.
A mayor saturacion del aceite, mas alta fue la incidencia de mohos totales. Esta relacién no
fue encontrada en la localidad de El Tigre. Al respecto, los mismos resultados fueron
reportados por Kang et al. (2002) al encontrar que el &cido palmitico estimul6 el crecimiento
del micelio de Hericium erinaceum en un 18,3%, asi como la adicion de &cido eicosenoico
suprimi6 drasticamente el crecimiento del micelio. También Priyadarshini y Tulpule (1980)
observaron que el &cido eicosenoico inhibié grandemente el crecimiento de A. parasiticus,
pero en estudio in vitro. En los mohos micotoxigénicos A. flavus y A. parasiticus, y A.
nidulans, los acidos grasos insaturados y sus derivados actlan como importantes sefiales que

afectan el desarrollo de las estructuras sexuales, asexuales y de resistencia (esclerocios).
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Por el contrario, A. terreus resulté correlacionado negativamente con los &cido palmitico con
r=-0,27 (p < 0,04). También presentd correlacion negativa con los &cidos behémico y
linoleico con r=-0,23 (p < 0,08) y r=-0,21 (p < 0,11), respectivamente. Este moho resulté con
relacion positiva con el &cido eicosenoico con r=0,23 (p < 0,07) y con el &cido oleico con
r=0,20 (p < 0,12). En EI Tigre fueron encontradas correlaciones negativas entre la incidencia
de A. terreus y los contenidos de &cidos grasos saturados estearico (r=-0,31, p < 0,09),
palmitico (r=-0,43, p < 0,02), arachidico (r= -0,57, p < 0,001), behémico (r=-0,55, p < 0,001),

y positiva con el acido eicosenoico (r=0,46, p < 0,01).

En Maracay A. terreus resultdé correlacionado con el acido palmitico, también de manera
negativa (r=-0,27), pero no significativa (p < 0,38). La relacion entre los acidos grasos oleico
y linoleico O/L resultd significativa y positiva con la incidencia de A. terreus (r=0,38, p <
0,04) solo en la localidad de El Tigre, posiblemente debido a las bajas incidencias de este
moho en los granos de mani de los cultivares estudiados. Cabe sefialar que no se encontro

relacién alguna entre la incidencia de mohos totales y A. terreus.

A propésito de A. niger no resulté con correlacion significativa con el acido oleico (r=-0,17,

p=0,37), ni con el linoleico (r=0,19, p < 0,32), asi como con los demas acidos grasos.

AZUCARES

En El Tigre para los contenidos de sacarosa la prueba de medias (Cuadro 15) diferencid
solamente el cultivar San Martin de los demas, presentando el menor contenido con 4,67
9/100 g. En cuanto a la glucosa, la prueba de medias diferencié cuatro grupos de cultivares:
el primero con el cultivar PI-337409 el de mayor valor con 0,66 g/100 g de este azucar; el

segundo grupo incluyé tres cultivares (5231, PI-337394 y Spanish 503) con rangos entre
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0,583 a 0,517 g/100 g sin diferencias significativas con el anterior; luego se presenta otro
grupo con 0,433 y 0,400 g/100 g. Por ultimo, un grupo de cuatro cultivares (Tamrun 96,

TMV-2, OL-01 y San Martin) con los menores contenidos de glucosa con 0,283 ¢/100 g.

En relacion al contenido de azUcares totales (sacarosa + fructosa + glucosa), la prueba de
medias mostrd la creacion de tres grupos. El primero diferencio tres cultivares (P1-337394,
5231 y P1-337409) con rangos entre 6,840 a 6,793 g/100 g. Un grupo intermedio fue formado
por seis cultivares con rangos entre 6,75y 6,016 g/100 g. Por ultimo, se presentd el cultivar
San Martin con el menor contenido de azUcares totales con 5,117, con diferencias

significativas (p < 0,05).

De los azlcares estudiados (sacarosa, glucosa y fructosa) en el grano de los 10 genotipos de
mani bajo estudio, la sacarosa fue el mas abundante con un promedio en las dos localidades
de 5,95 g/100 g con minimo de 4,20 y un maximo de 6,55 g/100 g. Este azUcar representd un
88,74% de los contenidos de azUcares totales estimados (sacarosa, fructosa y glucosa),
similar a lo encontrado por Oupadissakoon et al. (1980b) quienes reportaron, en granos de

mani, un 85% de sacarosa sobre el total de azUcares.

Cuadro 14. Cuadrados medios de los andlisis de varianza para los contenidos de sacarosa,
fructosa, glucosa y azlcares totales en el grano de cultivares cosechado en El Tigre (Edo.

Anzoategui) y en Maracay (Edo. Aragua).

LOCALIDADES
El Tigre Maracay

FV. Sacarosa  Fructosa  Glucosa AzUcares totales| Sacarosa Fructosa Glucosa Azlcares totales
Cultivares | 0,55** 0,01ns 0,06** 0,88** 0,02ns  0,001ns 0,0000ns 0,04ns

Error 0,070 0,001 0,001 0,060 0,020 0,010 0,000 0,060

CV (%) 4,480 26,440 16,320 3,990 2,240 22,860 22,360 3,340

**: diferencias estadisticamente significativas a p < 0,01; ns: diferencias estadisticas no significativas
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Los contenidos de azlUcares en el grano de los 10 cultivares de mani estudiados se
encontraron alrededor de los valores sefialados en la literatura, aunque los de sacarosa fueron
mas bajos que los reportados en otros estudios. Se han sefialado contenidos de estos azlcares
en harina desgrasada entre 0,8 a 2,1% de glucosa, 0,40% de fructosa, de 1,9 a 5,2% de
sacarosa Y totales de 7,7 a 13,9% y entre 1,9 a 5,2% en grano seco (Vohra, 1989; Asibuo et

al., 2008).

Casini et al. (2003) presentaron rangos de sacarosa + fructosa + glucosa entre 6,16 y 14,29
0/100g con promedio de 10,72 g/100 g, y sefialaron que los mismos fueron muy superiores a
valores encontrados en mani en los EE.UU. con promedios entre 3,90 y 5,37 ¢/100 g. Silva et
al. (2006) presenta medias de 0,58% =+ 0,38 de fructosa, 0,75% + 0,44 de glucosay 10,17%
+ 1,62 sacarosa en mani cosechado en diversas localidades de Argentina. Se ha encontrado
correlacion positiva entre el contenido de azlcares totales con el dulzor, asi como con el

atributo de mani tostado y negativa con el amargor (Pattee et al., 2000b).

Se presentan los cultivares 5231, P1-337394 y PI-337409 como promisorios en cuanto a
dulzor y menos amargos, pero podrian presentar una coloracion mas oscura al tostado. De
acuerdo a Isleib et al. (2006) las diferencias en el contenido de azlcar fue el principal factor

que afectd el color de la pasta de mani y los atributos sensoriales.

Cabe sefialar que el cultivar alto oleico (OL-01) no resulté diferente de los demas cultivares
normales con respecto a los contenidos de los azucares estudiados (Cuadro 15). Al respecto,
Isleib et al. (2006) si encontraron diferencias significativas (p < 0,01) entre los cultivares alto
oleicos y de aceite normal para los contenidos de sacarosa (2,852 vs 3,023 g/100g) y azlcares
totales (3,355 vs 3,560%), respectivamente; sin embargo, sefialan que esas diferencias no

eran esperadas.
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El anlisis en conjunto (Cuadro 16) revel6 diferencias significativas entre localidades para los
contenidos de los tres carbohidratos determinados, asi como para el total. Todos los azlcares
determinados, asi como la suma de los tres resultaron mas elevados en los cultivares
sembrados Maracay, que en El Tigre (p < 0,013) (Cuadro 15), indicando una influencia
ambiental sobre los mismos. Al respecto, en contraste al contenido de aceite y a las
concentraciones de acidos grasos, la variacion genética reportada por Isleib et al. (2008) en el
contenido de azucares fue baja, y sefialan preponderancia de variacion ambiental para las

concentraciones de sacarosa (69%), total de azUcares (68%) y otros azlcares.

La baja variacion genética para el contenido total de azlcares hace un reto su modificacion.
La influencia ambiental en el total de azucares lleva a la interrogante de cuél es el ambiente

especifico que produce la variacion.

Los contenidos de sacarosa, asi como de azlcares totales también revelaron diferencias
altamente significativas entre tratamientos (p < 0,0001) y para la interaccion localidad x

tratamiento (p < 0,0001), (Cuadro 16).

La correlacion entre los contenidos de sacarosa y azlcares totales (sacarosa, glucosa y
fructosa) fue de 0,94 (p < 0,001), lo cual era de esperarse por ser el aztcar de mayor cuantia
encontrado en los granos de los cultivares bajo estudio. Geater et al. (2000) observaron
diferencias significativas entre 23 cultivares de soya y entre localidades en un afio de estudio
para el contenido de azlcares de cultivares de semilla pequefia. Estos autores sefialan que la
importancia relativa de los dos factores dependera de la diversidad de genotipos probados y

de los ambientes estudiados.
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Cuadro 15. Comparacion de medias para los contenidos de sacarosa, fructosa, glucosa y azlcares totales en el grano de diez cultivares de mani

cosechados en El Tigre (Edo. Anzoategui) y en Maracay (Edo. Aragua).

Cultivares Sacarosa Fructosa Glucosa Az(cares totales

El Tigre  Maracay Prom |ElTigre Maracay Prom | ElTigre Maracay Prom | ElTigre Maracay Prom
San Martin 4,667 B' 6,183 5430 A | 0167 0317 0,240 0283C 0,633 0460 [5117C 7133 6,130 A
Raleigh Acc.323 | 5433 A 6,083 5,760 AB | 0,183 0,333 0,260 0,400 BC 0,450 0,430 | 6,016 AB 6,866 6,440 AB
OL-01 5667 A 6,133 5900 BC | 0,167 0,367 0,270 0283C 0583 0,430 | 6,117 AB 7,083 6,600 ABC
TMV-2 5800 A 6,233 6,020 BC | 0,167 0,383 0,280 0,283C 0,650 0,470 | 6,250 AB 7,266 6,760 BC
PI-337409 5933 A 6,100 6,020 BC | 0200 0417 0,310 0,660 A 0,433 0550 |[6,793 A 6950 6,870 BC
Spanish 503 5950 A 6,033 5990 BC | 0,283 0,367 0,330 0,517 AB 0,533 0,530 | 6,750 AB 6,933 6,840 BC
Tamrun 96 5967 A 6,200 6,080 BC | 0,150 0,357 0,250 0,283C 0,550 0,420 | 6,400 AB 7,107 6,750 BC
5231 6,000 A 6,183 6,090 BC | 0,233 0,347 0,290 0,583 AB 0,450 0520 | 6816 A 6980 6,900 BC
15607 6,033 A 6,083 6,060 BC | 0,267 0413 0,340 0,433 BC 0,550 0,490 | 6,733 AB 7,046 6,890 BC
P1-337494 6,083 A 6,250 6,170 C 0,190 0367 0,280 0,567 AB 0,477 0520 | 6840 A 7,004 6970C

Prom 5750 B 6,150 A 5,950 0,167 0,370 0,290 0429B 0531 A 0482 |6380B 7,050 A 6,715

! medias con igual letra en la misma columna no presentan diferencias significativas entre si (p < 0,05); *: 1= 15607, 2= P1-337409, 3= P1-337394, 4= Raleigh

Acc.323, 5= 5231, 6= Spanish 503, 7= San Martin, 8= TMV-2, 9= Tamrun 96, 10= OL-01, Prom= promedio.
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Cuadro 16. Cuadrados medios de los analisis de varianza combinado para los contenidos de

azlcares totales, sacarosa, fructosa y glucosa en el grano cosechados en El Tigre (Edo.

Anzoategui) y en Maracay (Edo. Aragua).

F.V. gl|TOT SAC FRU GLU
LOCALIDAD 116,59** 2,34 ** 0,41** 0,16 **
TRAT 9 (0,41** 0,28** 0,01ns 0,01ns
LOCALIDAD*TRAT | 9 (0,52** 0,29 ** 0,01ns 0,07 **
Error 36(006 004 000 001
CV 365 347 2471 203

Leyenda: TOT= sacarosa + fructosa + glucosa, SAC=sacarosa, FRU=fructosa, GLU=glucosa, CV=

coeficiente de variacion.

8

g ® E| Tigre tot
o5 ® Maracay tot
g’ 4 El Tigre Sac

3 Maracay Sac

2

1

0

1 2 3 456 7 8 910

Cultivvarec*

Figura 29. Contenido de sacarosa (Sac) y sacarosa + fructosa + glucosa (tot) en el grano de

10 cultivares de mani cosechados en El Tigre (Edo. Anzoategui) y en Maracay (Edo.

Aragua).

*: 1= 15607, 2= P1-337409, 3= PI-337394, 4= Raleigh Acc.323, 5= 5231, 6= Spanish 503, 7= San

Martin, 8= TMV-2, 9= Tamrun 96, 10= OL 01.
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En los contenidos de sacarosa del grano de los cultivares estudiados se observé uniformidad,
tanto en Maracay como en El Tigre. En esta Gltima localidad, los cultivares Raleigh Acc.323
y San Martin presentaron una baja, evidenciandose interaccion localidad x tratamiento (p <
0,0001), (Cuadro 16); la cual fue dada en éstos cultivares, mas que en los otros estudiados. La
misma tendencia se observo para la suma de sacarosa, fructosa y glucosa (Fig. 29). Por su
parte, Geater et al. (2000) no encontraron significativa la interaccion localidad x tratamiento
para el contenido de azlcares de 23 cultivares de soya, indicando consistencia de los

cultivares entre localidades.

En la Figura 30 se percibe el comportamiento de los cultivares en las dos localidades, en
cuanto a los valores de fructosa y glucosa, en ambos casos se observa mayor variacion en la
localidad de EI Tigre, y mayor aln para el contenido de glucosa. Isleib et al. (2008)
reportaron gue gran parte de la variacién para las concentraciones de fructosa y glucosa fue el
error residual asociado a muestras especificas. Estos azlcares presentaron coeficientes de
variacion elevados de 24,71 y 20,30%, respectivamente (Cuadro 16). La fructosa y la glucosa
ocurrieron en bajas concentraciones, en concordancia con lo reportado por Latham (1997)
con promedios de 0,290 y 0,482 %, respectivamente. La sacarosa es sometida a una hidrolisis
de estos dos monosacaridos (fructosa y glucosa), los cuales a su vez reaccionan con

aminodcidos libres para dar lugar a caracteristicas de sabor del mani tostado.

La suma de sacarosa, fructosa y glucosa (azlcares totales), fue dada por los contenidos de
sacarosa, los mismos fueron altamente correlacionados (r=0,94, p < 0,001). El contenido de
azucares totales resulté positivamente correlacionado con el contenido de proteinas con
r=0,65 (p < 0,001), también resulté importante y positiva su correlacion con los azlcares en
particular (sacarosa, fructosa y glucosa), con coeficientes de correlacion de 0,53, 0,72 y 0,39;

respectivamente (p < 0,0001).
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Figura 30. Contenido de fructosa (Fru) y glucosa (Glu) en el grano de 10 cultivares de mani
cosechados en El Tigre (Edo. Anzoategui) y en Maracay (Edo. Aragua).

*: 1=15607, 2= PI-337409, 3= P1-337394, 4= Raleigh Acc.323, 5= 5231, 6= Spanish 503, 7= San
Martin, 8= TMV-2, 9= Tamrun 96, 10= OL 01.

Por su parte, la correlacién entre azlcares y proteinas reportada por Shanmugasundaram et al.

(2001) fue negativa y significativa en solo 6 de los 20 ambientes por ellos analizados.

El contenido de azlcares totales (sacarosa + fructosa + glucosa) fue correlacionado de
manera negativa, importante y significativa (r=-0,65, p < 0,001) con la humedad del grano, lo
que podria indicar un aumento de los mismos a medida que la semilla madura y pierde
humedad en las Gltimas fases de maduracion y cosecha. Asi mismo, los niveles de sacarosa
varian durante el desarrollo de la semilla, en los primeros estadios los niveles de sacarosa
son altos y los de aceite bajos, mientras que a la madurez el contenido de sacarosa disminuye
y aumenta el de aceite. En el grano de los cultivares en estudio el contenido de aceite resulto
relacionado negativamente con los porcentajes de sacarosa (r=-0,31, p < 0,02) y con la suma
de sacarosa, fructosa y glucosa (r=-0,34, p < 0,01). También Shanmugasundaram et al.

(2001) encontraron correlacion entre contenidos de azUcares y aceite, pero con una magnitud
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de r=-0,50 (p < 0,0001) y sefialan que la misma fue negativa y significativa en 15 de 20
ensayos de soya por ellos probados. Por su parte, también en soya, Hymowitz et al. (1972)
encontraron una asociacion positiva entre los azlcares totales y los contenidos de aceite y
cada uno de ellos negativa y significativamente correlacionado con el contenido de proteinas,
al igual que los resultados obtenidos, a pesar de esa significacién sefialan que una
considerable variacion en el total de azGcar no fue explicado por el coeficiente de

determinacion.

Al respecto, Geater et al. (2000) sefialaron que la asociacién entre azlcar total y aceite estuvo
grandemente influenciada por el tamafio de la semilla de soya. Encontraron una correlacién
negativa entre las dos variables (r=-0,42), cuando los cultivares de semilla pequefia fueron
incluidos en los andlisis y una correlacién positiva de (r=0,23) cuando los mismos fueron
excluidos. Los mismos autores sefialan que las asociaciones entre total de azlcares y fibras y
entre fibra y tamafio de la semilla, fue muy influenciada por las asociaciones entre azucares

con proteinas y aceite.

Casini et al. (2003) encontraron al rendimiento de semilla seca como variable predictiva
(coeficiente negativo) del contenido de azlcares. Al igual que para el peso de 100 semillas, el
cual presentd correlacion de 0,32 (p < 0,01) y 0,30 (p < 0,01) con los rendimientos en
cascara, por parcela como por planta, respectivamente; el contenido de azlcares totales
(sacarosa + fructosa + glucosa) mostré una relacién importante, negativa y significativa con
el rendimiento por parcela de mani en céascara (r=-0,70, p < 0,001), y el rendimiento en

cascara por planta (r=-0, 50, p < 0,001), (Anexo 6).

McMeans et al. (1990) encontraron una disminucion de los contenidos de azlcares totales
con el incremento del tamafio de la semilla. En este sentido, la longitud de la semilla se

correlaciond significativamente con el peso de 100 semillas en magnitud de r=0,40 (p <
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0,001), y este ultimo result6 correlacionado de manera negativa y significativa (r=-0,26, p <
0,05) con el total de azlcares (sacarosa + fructosa + glucosa), asi como con el contenido de
sacarosa (r = -0,28, p < 0,03), (Anexo 4). No fue encontrada relacion directa entre las

dimensiones de la semilla (ancho y largo) con los contenidos de azlcares.

En El Tigre, los cuatro cultivares de menores pesos de 100 semilla (Anexo 3) corresponden a
fastigiata; asi como, en Maracay y con los datos en conjunto se observa esta tendencia. Estos
cultivares se caracterizan por presentan semillas pequefias. Dentro de los cultivares de la
subespecie fastigiata en El Tigre no fueron observadas diferencias significativas en el peso de
100 semillas (p < 0,107), encontrandose rangos entre 67,19 y 96,71 g (CV=16,55). Tampoco
hubo diferencias para el contenido de sacarosa (de 5,80 a 6,08 g/100 g), ni para la fructosa
(de 0,17 a 0,28 ¢g/100 g). Sin embargo, si resultd significativa la diferencia entre cultivares

para el contenido de glucosa (p < 0,01) y para los azlcares totales (p < 0,05).

Por su parte, los cultivares de la subespecie hypogaea, en la misma localidad, los pesos de
100 semillas (rangos de 91,92 a 117,57 g) tampoco presentaron diferencias significativas
entre cultivares (p < 0,104), pero si resulto significativa la diferencia entre tratamientos para
los contenidos de sacarosa (p < 0,003) (rangos de 4,67 a 6,00 g/100 g) y para los de glucosa
(p < 0,001) (de 0,28 a 0,58 g/100 g). En esta localidad también result6 significativa (p <
0,001) la cantidad de azlcares totales del grano de los cultivares hypogaea. No se
encontraron diferencias significativas para los valores de fructosa (p < 0,333). En Maracay
para las variedades de mani de la subespecie fastigiata no fueron encontradas diferencias
significativas para los pesos de 100 semillas, asi como tampoco para los azlcares
individuales y totales. Por su parte, los cultivares hypogaea resultaron con diferencias
significativas en los pesos de 100 semillas (p < 0,001), pero no se encontraron diferencias en

ninguno de los azUcares determinados.
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Sin embargo, la media general para las dimensiones de la semilla (largo y ancho) y para el
peso de 100 semillas (g) resultaron todos mas bajos en los cultivares fastigiata que para los
de la subespecie hypogaea (Anexo 3). Por su parte, todos los azlcares en particular, asi
como la suma de los mismos (Cuadro 17) resultaron mayores en los cultivares (fastigiata), lo
gue concuerda con lo reportado por Casini et al. (2003), Golombek et al. (1995) y McMeans
et al. (1990). Al respecto, McMeans et al. (1990) dentro de cada categoria de tamafio de
semilla encontraron una disminucion en los contenidos de azlcares solubles con incrementos

en las temperaturas del suelo.

Cuadro 17. Estadistica béasica de las dimensiones, peso de 100 semillas (g) y azucares (mg/g)
en los granos de cultivares fastigiata e hypogaea cosechados en El Tigre (Edo. Anzoategui) y

en Maracay (Edo. Aragua).

SUBESPECIE N=60 LONG ANC P100S SAC FRU GLU TOT
Promedio 12420 91,17 73,82 6,05 0,31 051 6,87
Desv. Est. 19,39 2469 2436 021 0,12 0,13 0,31
Promedio | 155,20 94,77 104,73 585 0,26 0,45 6,56
Desv. Est. 2396 527 2067 052 011 0,16 0,67

fastigiata

hypogaea

Leyenda: LONG=longitud, ANC, ancho, P100S= peso de 100, SAC=sacarosa, FRU=fructosa,
GLU=glucosa, TOT= sacarosa + fructosa + glucosa

Parte del efecto de las precipitaciones podria atribuirse al enfriamiento del suelo que éstas
producen, lo cual activa la sintesis de acido giberélico que hidroliza el almidén de la semilla,
formando disacéridos y monosacéridos, tales como sacarosa, fructosa y glucosa. Esto puede
ser la causa de los mayores contenidos de azlcares en Maracay, ya que siendo suelos menos
arenosos retienen mas humedad, con disminucion de la temperatura y, ademas, los suelos

arenosos como los de El Tigre calientan méas rapido por tener una mayor capacidad calorifica,
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con incrementos en las temperaturas del suelo (Luque y Avilan, 1976) y la disminucion en
los contenidos de azlcares solubles. Sin embargo, Casini et al. (2003) sefialan que otros

factores ambientales pueden influir en el contenido de azlcares de la semilla de mani.

Correlaciones positivas y significativas fueron encontradas entre la incidencia de A. niger y
A. terreus con el contenido de fructosa con r=0,28 (p < 0,03) y r=0,35 (p< 0,01),
respectivamente; asi como entre la produccion de aflatoxinas y el contenido de glucosa del
grano (r=0,22, p < 0,08). Esto indica que la fructosa es una buena fuente de carbono para el
crecimiento del hongo. También se observa que la glucosa mostré una influencia en la
produccién de aflatoxinas; este azlcar fue sefialado como la fuente de carbono que dio los
mayores niveles de aflatoxinas con A. parasiticus, en comparacion con otros azlcares (Klich,

2007).

MINERALES Y MICROELEMENTOS

Los andlisis de la varianza para los contenidos de calcio, fosforo, hierro y magnesio (Cuadro
18) arrojaron diferencias significativas solo para el calcio (p < 0,009) y el fésforo (p < 0,026)

en el grano de los cultivares cosechados en la localidad de El Tigre.

Cuadro 18. Cuadrados medios de los analisis de varianza para los contenidos de calcio,
fosforo, hierro y magnesio del grano de cultivares de mani cosechados en Maracay (Edo.

Aragua) y en El Tigre (Edo. Anzoategui) y el combinado de las dos localidades.

LOCALIDADES
El Tigre Maracay
FV. | TRAT  Emor CV (%)| TRAT  Emor CV (%) | LOC TRAT ~ LOCXTRAT  Eror  CV (%)
Calcio 0526** 0144 18625 | 0179ns 0,162 31813 | B89**  04** 0,3* 015 2369
Fosforo | 0,002** 0,001 8907 | 0006ns 0009 18993 | 047**  0004ns  0003ns 0,004 17,13
Hierro | 0,0000ns 0,0000 14,885 [0,0000ns 000 353 | 0,00038** 000ns  0,00ns  0,00000 20,89
Magnesio | 0,0000ns 0,0001 6,556 | 0,000lns 0,0002 9,885 | 0,0027** 0,000lns ~ 1,00mns 00002 835

Combinado

Leyenda: CV= coeficiente de variacion
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El promedio del contenido de calcio de los 10 cultivares sembrados en El Tigre y Maracay
resulté en 1,65% (£ 0,596) con contenido minimo de 0,73 y maximo de 3,09%. Por su parte,
en El Tigre la media en el contenido de Ca fue de 2,04 mg/g (x 0,50) y determinaciones con
entre 1,06 y 3,09 mg/g; mientras que en Maracay el promedio en el contenido de Ca alcanzd

1,27 mg/g £ 0,40 y un minimo de 0,73 y un maximo de 2,20 mg/g (Cuadro 19).

De acuerdo a la prueba de medias, en El Tigre (p < 0,009) el cultivar alto oleico (OL-01) tuvo
un 2,823 mg/g con diferencias estadisticas (p < 0,05) a los cultivares San Martin, TMV-2 y
Spanish 503 con 1,700, 1,577 y 1,523 mg/g de calcio; respectivamente. Otro grupo de

cultivares intermedios presentaron rangos entre 2,420 y 1,833 mg/g (Cuadro 19).

En la localidad de Maracay, el cultivar OL-01 resulté con 1,650 mg/g de Ca superado por el
cultivar 15607 con 1,663 mg/g. Este altimo en El Tigre obtuvo un contenido intermedio de
este elemento con 1,93 mg/g. EI menor contenido Ca en Maracay se obtuvo en el cultivar

Tamrun 96 con 0,950 mg/g, mientras que en El Tigre present6 2,407 mg/g.

Cuadro 19. Comparacion de medias para los contenidos de calcio, fésforo, hierro y magnesio
en el grano de 10 cultivares de mani cosechados en El Tigre (Edo. Anzoategui) y en Maracay

(Edo. Aragua).

. Calcio Fosforo Hierro Magnesio
Tratamientos - X - -
El Tigre Maracay | El Tigre Maracay | El Tigre Maracay | El Tigre Maracay

OL-01 2,823 A 1,647 0,293 AB 0,397 0,008 0,003 0,166 0,153
TMV-2 2,420 AB 1,207 0,353 A 0,477 0,008 0,004 0,167 0,147
Tamrun 96 2,407 AB 0,950 0,307 AB 0,527 0,008 0,004 0,168 0,153
Raleigh Acc.3 2,203 AB 0,993 0,283 AB 0,447 0,009 0,004 0,158 0,147
P1-337494 1,960 AB 1,360 0,323 AB 0,533 0,009 0,004 0,157 0,140
15607 1,930 AB 1,663 0,327 AB 0,487 0,008 0,003 0,165 0,157
5231 1,833 AB 1,167 0,307 AB 0,467 0,008 0,005 0,164 0,150
San Martin 1,700 B 1213 0,257 B 0,533 0,008 0,004 0,158 0,143
Pi-337409 1,577 B 1,353 0,330 AB 0,480 0,010 0,003 0,163 0,147
Spanish 503 1,523 B 1,00 0,317 AB 0,520 0,009 0,003 0,166 0,160
Prom. 2,038 B 1,265 0,310 AB 0,487 0,009 0,004 0,163 0,150

1: medias con la misma letra en la misma columna no presentan diferencias significativas a p < 0,05.
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El andlisis combinado (Cuadro 18) arrojé diferencias altamente significativas entre
tratamientos (p < 0,019) y entre localidades (p < 0,0001), siendo la media en los contenidos
de Ca del grano de 2,04 mg/g en El Tigre y de 1,27 mg/g en Maracay. Cabe sefialar que el
suelo del ensayo de El Tigre fue encalado a razén de 900 Kg/ha. La préctica del encalado en
los suelos de las sabanas orientales es necesaria por la elevada acidez del suelo y en el cultivo
del mani es obligatoria, ya que constituye el principal nutriente para el desarrollo del fruto.
Los requerimientos de calcio de los frutos de mani es alcanzado por la toma directa de este

elemento desde el suelo por los ginéforos y frutos subterraneos (Beringer y Taha, 1976).

La prueba de medias sefiala al cultivar OL-01 con el mayor contenido de calcio (2,24 mg/g) y
los cultivares Spanish 503, San Martin y PI-337409 presentaron los menores contenidos
promedio de este elemento con 1,31, 1,46 y 1,47 mg/g, respectivamente. El contenido de
acido oleico fue correlacionado positivamente con el contenido de calcio (r = 0,28, p < 0,03)

pudiendo indicar que este acido graso induce un incremento de calcio en el grano.

La interaccion localidad x tratamiento fue significativa a p < 0,071. En la Figura 31 se
observa la tendencia de los 10 cultivares en cuanto al contenido de Ca en ambas localidades,

la interaccion fue mas evidente en los cultivares Raleigh Acc.323, TMV-2 y Tamrun 96.

Los valores de calcio encontrados en el grano procedente de El Tigre y en tres cultivares de
Maracay (OL-1, 15607 y el PI1-337394) superan a los encontrados por otros autores, los
cuales sefialan rangos entre 0,44 y 1,34 mg/g (Asibuo et al., 2008) y entre 0,56 a 1,20 mg/g
(Silva et al., 2006), por su parte Atasie et al. (2009) encontraron un 2,28 mg/g (+ 1,94) de Ca
en los cultivares por ellos estudiados. Ozcan (2010) en mani determind Ca entre los rangos de
0,65y 8,94 mg/g. Los factores que influyen en la sensibilidad de los cultivares de mani al Ca
del suelo incluyen el tamafio del fruto, volumen del suelo por fruto (dependiendo del hébito

de crecimiento) y atributos de la pared del fruto.
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Figura 31. Contenidos de calcio en el grano de mani de 10 cultivares cosechados en El Tigre
(Edo. Anzoategui) y en Maracay (Edo. Aragua).

*: 1= 15607, 2= PI-337409, 3= PI-337394, 4= Raleigh Acc.323, 5= 5231, 6= Spanish 503, 7= San
Martin, 8= TMV-2, 9= Tamrun 96, 10= OL 01.

En el Anexo 4 son presentados los coeficientes de correlacidon de los elementos quimicos
estudiados, y las demds variables quimicas. En este sentido, el contenido de calcio
encontrado en el grano de mani mostrd correlacion importante, significativa y negativa con el
contenido de P de r = -0,56 (p < 0,0001) y proteinas con coeficiente r= - 0,60 (p < 0,0001), y

positiva con el aceite con r = 0,40 (p < 0,0001).

El contenido de Ca en el grano también se correlacioné de manera negativa y significativa
con los &cidos estearico (r = - 0,48, p < 0,0001), arachidico (r = - 0,41, p < 0,001), linoleico (r
= - 0,24, p < 0,06) y behémico (r = - 0,24, p < 0,07). En este sentido se ha encontrado que
cuerpos lipidicos de semillas de mani procedentes del cultivo en medio deficiente de calcio y
con 4 meq de Ca intercambiable tuvieron una disminucion en los contenidos de fosfolipidos y
un incremento simple en los contenidos de lipidos (Inanaga et al., 1990). También, Rahman
(2006) observo que contenido de aceite aumento con dosis crecientes de calcio en el suelo.

Por su parte, también Inanaga et al. (1990)| encontraron que semillas procedentes de medio
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deficiente en calcio, tuvieron menos aceite y un aumento en el contenido de azucares. No
encontraron ningun efecto de la deficiencia de Ca en la composicion de los acidos grasos de

los triglicéridos.

La relacién encontrada de este elemento con los azUcares estudiados fue negativa y altamente
significativa, siendo mayor con fructosa r=-0,56 (p < 0,001) y glucosa r=-0,45 (p < 0,001) e

intermedia con sacarosa r=-0,45 (p < 0,001).

El contenido de calcio en el grano present6 una correlacion bastante alta, positiva y altamente
significativa con el rendimiento en céascara por parcela con r = 0,63 (p < 0,0001), asi como el
rendimiento por planta con r = 0,61 (p < 0,0001). Se conoce que los minerales y entre ellos el
calcio, son importantes no solo para la nutricibn humana y animal, sino para la planta
también, para la obtencién de buenos rendimientos de mani en cascara de calidad, el calcio

debe estar presente desde la floracion temprana en adelante (Mazzani, 1983).

Inanaga et al. (1990) encontraron que el tratamiento de sin Ca produjo el mas bajo nimero de
semillas. Asi mismo, observaron que las deficiencias de K y Ca produjeron los menores
pesos secos de semillas cosechada a los 80 dias. Rahman (2006) encontraron que deficiencias
de calcio en el suelo dieron incrementos menores de peso de semilla. Sin embargo, no se

encontré correlacion entre el contenido de Ca en el grano y el peso de 100 semillas.

El contenido de fosforo en el grano de los cultivares en ambos ambientes resultd bajo, con
una media de 0,40 + 0,11 mg/g, y determinaciones entre 0,24 y 0,66 mg/g. En El Tigre, la
prueba de medias (p < 0,05) mostré al cultivar TMV-2 el méas alto valor con 0,353 mg/g,
mientras que el cultivar San Martin tuvo el menor contenido de P con 0,257 mg/g. En
Maracay, fue detectada una menor variacion en el contenido de P en el grano de los

cultivares, el San Martin presenté el mayor contenido de P (0,533 mg/g), al igual que el
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cultivar PI1-337394, mientras que el cultivar OL-01 presentd 0,397 mg/g, pero sin diferencias

estadisticas entre ellos (Cuadro 19).

El andlisis combinado (Cuadro 18) mostrd diferencias altamente significativas entre
localidades (p < 0,0012), siendo la media en Maracay mayor (0,49 mg/g) que en El Tigre
(0,31 mg/g), lo cual se puede observar claramente en la Figura 32, en la misma muestra una
tendencia diferencial entre algunos de los cultivares estudiados, aunque la interaccion
localidad x tratamiento no result6 estadisticamente significativa. Se han reportado contenidos
promedio de P de 4,010 mg/g en granos de mani crudos (Latham, 1997). Ozcan (2010)
encontré contenidos de fésforo en cultivares de mani entre 2,779 mg/g a 3,784 mg/g con
media de 3,433 mg/g, y reporta valores mayores a los encontrados por el mismo
anteriormente. Por su parte, Atasie et al. (2009) sefialan promedios de 0,106 + 0,0068 mg/g.

Shad et al. (2009) reportan fosforo total en 0,070 = 0,0036 a 0,0889 + 0,0038 mg/g.

0,60
0,50
0,40
0,30
0,20
0,10
0,00

mg/g

DEl Tigre

B Maracay

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Cultivares™

Figura 32. Promedio de los contenidos de fosforo en el grano de 10 cultivares de mani

cosechados en El Tigre (Edo. Anzoategui) y en Maracay (Edo. Aragua).

*: 1= 15607, 2= P1-337409, 3= PI-337394, 4= Raleigh Acc.323, 5= 5231, 6= Spanish 503, 7= San
Martin, 8= TMV-2, 9= Tamrun 96, 10= OL 01.
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Los contenidos de hierro y magnesio se correlacionaron negativa y significativamente con
los de P con coeficientes de r=-0,76 (p < 0, 001) y r=-0,42 (p < 0, 001); respectivamente. La

misma relacion fue encontrada para el contenido de aceite con r=-0,58 (p < 0,001).

Con respecto a los contenidos de hierro y magnesio, los mismos no presentaron diferencias
entre cultivares en ninguna de las dos localidades en estudio (Cuadro 18). El promedio en el
contenido de hierro en las dos localidades fue bajo (0,006 mg/g = 0,003), resultando, sin
embargo, estadisticamente (p < 0,0385) mayor en el grano cosechado en la localidad de El

Tigre (0,009 mg/g), que en Maracay (0,004 mg/g).

Por otra parte, los contenidos de magnesio en el grano de los cultivares cosechados en ambas
localidades fue de 0,16 (+ 0,011), siendo la media de El Tigre (0,16 mg/g) mayor que en

Maracay (0,15 mg/g) ap < 0,0385.

Asibuo et al. (2008) en el grano de 20 cultivares encontraron rangos entre 0,02 a 0,037 mg/g
y un promedio de 0,028 mg/100 g para el contenido de hierro y entre 3,08 a 4,56 mg/100 ¢
para magnesio. La FAO sefiala en grano de mani crudo un contenido de hierro 0,04585 mg/g

y de magnesium de 1,693 mg/g (Latham, 1997).

La presencia de calcio, hierro, fosforo y magnesio en el grano de los cultivares de mani

estudiados es un buen indicativo del valor nutritivo del mani.

Por otra parte, es importante conocer las relaciones entre fuentes nutricionales y la incidencia
de mohos y contenidos de aflatoxinas. Se encontrd correlacion entre el contenido P y la
incidencia de A. niger en el grano de los cultivares de manera positiva con r=0,27 (p < 0,04).
Contrariamente, el Ca fue correlacionado de manera negativa tanto con la incidencia de
mohos totales, como con A. niger, ambas con r=- 0,28 y p < 0,03. El Fe del grano se

correlaciond positivamente en una magnitud de r=0,30 (p < 0,02) con A. terreus.

149



Klinch (2005) reporta una nula produccion de aflatoxinas en ausencia de minerales como el
zinc y el magnesio y una reduccién drastica en ausencia de hierro y molibdeno. Raybaudi et
al. (2005) estudiando la relacion entre los niveles de algunos metales en el suelo y en granos
con la incidencia de mohos y la concentraciéon de micotoxinas encontraron correlacién entre
el contenido de aflatoxinas y contenidos de hierro en el suelo y en los granos cosechados en
dos localidades diferentes. En nuestro caso, no fueron encontradas correlaciones

significativas entre los contenidos de los elementos en el grano y los de aflatoxinas.
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CONSIDERACIONES FINALES

El presente estudio reiterd la susceptibilidad del mani a la colonizacion por Aspergillus
flavus, A. niger, A. terreus y otras especies de mohos presentes en los ambientes de siembra

de los ensayos de campo.

Las especies del género Aspergillus encontradas en el suelo de los ambientes estudiados,
estuvieron en cantidades suficientes para causar colonizacion desde el campo. Esto es
importante tanto para el producto sea destinado al consumo directo de los granos, como a la

agroindustria.

La poblacién de especies de Aspergillus en el suelo de los ensayos de campo aumentd
consistentemente en el segundo muestreo. La presencia del cultivo aumentd las poblaciones
de los mohos; siendo, el incremento en la poblacion mayor en los ambientes inoculados con
A. flavus que en los no inoculados. Sin embargo, la inoculacion no ocasion6 toxicidad por

aflatoxinas en las muestras de granos analizados.

Las bajas poblaciones de A. flavus en presencia de A. niger sugieren una relacién antagénica
de ambos, y suprimiendo este Gltimo la produccion de aflatoxinas. Cuidadosos estudios sobre

la produccion de toxinas de este moho tienen que ser realizados.

No fue detectada una clara relacion entre los contenidos de aflatoxinas y el perfil de &cidos
grasos del grano de los cultivares estudiados, tanto de de composicién de aceite normal como
el alto oleico. En lo que respecta a la incidencia de mohos en los granos, la misma estuvo
influenciada por la composicion del aceite, y afectada en relacion directa con la saturacion

del grano.
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La colonizacion del grano con mohos totales y la produccion de aflatoxinas de los diferentes
genotipos estudiados cambid con los ambientes de siembra. Los factores ambientales juegan
papel primordial en la contaminacion de los granos con mohos y aflatoxinas. Las variaciones
observadas con los resultados de este trabajo, podrian ser por diferencias en las condiciones
de humedad de suelo y temperaturas ambientes durante la maduracion del mani (Anexo 1).

Sin embargo, algunos cultivares (Raleigh Acc. 323 y OL-01) fueron consistentes con bajas
incidencias de mohos, segun el orden en pruebas de medias. La colonizacion de A. flavus fue
baja en los granos de los cultivares Tamrun 96 y 15607 en los tres ambientes; los testigos
resistentes (P1-337409 y P1-337394) se observaron con bajas incidencias de este moho, asi
como bajos contenidos de aflatoxinas en su grano. El genotipo Spanish 503 presentd la menor
produccion de aflatoxinas, y la mayor colonizacion por A. flavus; mohos totales y A. niger,
pudiendo este Gltimo haber afectado la produccion de la toxina. El cultivar alto oleico (OL-
01) presentd mayores valores de aflatoxinas que los otros genotipos, pero la magnitud de la

diferencia vario entre los ambientes en estudio.

Los niveles de incidencia de los mohos y la produccién de aflatoxinas en los granos de los
diferentes genotipos, con respecto al ambiente de siembra y su interaccion, hace que los
genotipos deban seguir siendo evaluados en diferentes ambientes, y por varios afios, para
identificar cuidadosamente genotipos resistentes y probar su estabilidad en diversas
localidades. Se debe dar prioridad a éareas sujetas a déficits de humedad, de suelos livianos,
arenosos, como las de las zonas maniceras en Venezuela, las cuales proveen un ambiente

favorable para el desarrollo de A. flavus y la infeccion de los granos.

El perfil de acidos grasos encontrado en los 10 cultivares el mani, da cuenta de la presencia
de un aceite bajo en grasas saturadas, rico en grasas monoinsaturadas (como el &cido oleico)

y poliinsaturadas, como el linoleico (omega 6), esencial para el ser humano. Ademas, el
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contenido y la condicién de los acidos grasos poliinsaturados en el aceite es indicador
importante de calidad. Las altas relaciones oleico/linoleico en el mani confiere ventajas a la
salud y aumenta significativamente los atributos nutricionales, que son de beneficio aln
cuando el mani se consuma como nuez o confitero. Su alto contenido de aceite, lo hace

fuente importante de calorias.

Los cultivares 5231, San Martin y Raleigh Acc. 323 presentaron buena calidad de aceite, de
baja saturacidn, altos contenidos de acido oleico, relacion O/L mayores a 2; todos con bajos
contenidos de proteina y bajo de azlcares. Sin embargo, su comportamiento en relacion a la
incidencia de mohos en sus granos fue erratico. La variedad alto oleico presentd las mejores
caracteristicas de la quimica del aceite, comparado con los cultivares de &cido oleico normal;
presentd una mayor proporcion ins/sat y O/L; asi como los menores contenidos de acidos
grasos saturados; a pesar que el acido palmitico fue el que mejor se relaciond negativamente

con el &cido oleico, los demés acidos saturados también decrecieron.

Algunos factores de composicién del grano de los 10 cultivares afectaron la incidencia de
mohos y produccién de aflatoxinas; por lo que se puede apuntar que estos no actan de
manera independiente, y que haya complejas interacciones que hacen dificil su interpretacion.
El desarrollo de mohos y la produccion de aflatoxinas ocurren en ambientes favorables, en
presencia de nutrientes, bajo condiciones adecuadas a su metabolismo, y son influenciados

por competencia microbiana.
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