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DISCUSION

Actualmente, las plantas son potencialmente una fuente de
antimicrobianos y en ultimas fechas compuestos aislados de estas se han usado
en la preservacion de alimentos como antibacterianos, antiflingicos, etc..

En México se tiene conocimiento del uso empirico de aproximadamente
7000 plantas; sin embargo, los reportes publicados hacen referencia casi
exclusivamente al uso tradicional que a cada planta atribuye la poblacion que
las consume, mientras que la evidencia cientifica que vatide tales usos es muy
escasa.

Se sabe que aproximadamente un 5% de l1as plantas mexicanas han sido
sometidas a investigaciones que demuestiren su actividad biologica, aunque en
algunos casos, los bioensayos se realizan a nivel extractos crudos, sin llegar al
aislamiento de los principios activos puros (Martinez., 1996).

En estudios recientes se demostré que extractos de plantas de la zona
norte de la Reptiblica Mexicana presentaban efectos inhibitorios del crecimiento
y la produccion de aflatoxinas de hongos del género Aspergillus (Lozano., 1997).

En este trabajo nos enfocamos a determinar el efectos de extractos de las
plantas del género Yucca y Larrea tridentata sobre el crecimiento, la
esporulacion y la produccion de toxinas de A. flavus y A. parasiticus.

Como podemos observar entre los resultados de las 5 especies de Yucca

probada solo una (Yuceco rigida) es 1a que presentd actividad importante contra
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todas las cepas. En estudios realizados por Zaika y Buchanan en 1987, se
determind que diversos compuestos de plantas podian presentar efectos
inhibitorios de las produccién de toxinas y que estos compuestos podian ser
especificos de una especie en particular de plantas. Pero también, Linton y
Wright en 1993 observaron que los compuestos activos de plantas podian estar
distribuidos en especies, géneros y hasta familias de plantas; sin embargo ellos
mencionan que la presencia del compuesto activo puede depender de las
condiciones geograficas y/o de las calidad genética de la planta.

EFECTO EN MEDIO DE CULTIVO

CONCENTRACION MINIMA INHIBITORIA

Las CMis del extracto de L. fridentata, presenfaron diferencias
significativas dependiendo del medio s6lido o liquido usado. Estas diferencias
pueden deberse a 12 naturaleza quimica del compuesto active o a su grado de
difusién en el medio solido usado. De forma similar Lozano en 1997, observé
diferencias en las CMIs al usar extractos de Larrea en diferentes medios. El
extracto de Yucca no mostrd diferencias significativas en sus CMIs entre los
medios usados; estos resultados pueden ser apoyadas con las investigaciones
hechas por Jansen et al en 1986; donde ellos determinan que existen cuatro
factores especialmente importantes para el andlisis de la actividad
antimicrobiana de los extractos: la técnica de ensayo, el medio de cultivo, el

microorganismo y la naturaleza del compuesto activo.
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EFECTO EN EL CRECIMIENTQ

Al usar dosis subletales de los extractos pudimos observar que no se
encontraron grandes diferencias con los controles en el crecimiento, solo se
apreciaron disminuciones del crecimienio y cambios morfolégicos en la
concentracién del 75 % de la CMI. El resto de las concentraciones usadas no
produjeron estas diferencias. Este efecto se observ en ambos extractos.

El anilisis estadistico no encontrd diferencias significativas entre el
efecto en el crecimiento de los extractos probados. Resultados similares fueron
obtenidos por Ansari y Shrivastava en 1991, ademas por Bankole en 1997
quienes encontraron que extractos provenientes del eucalipto y de algunas
plantas medicinales de Nigeria, respectivamenie, en concentraciones
subinhibitorias presentaban algunos cambios morfologicos en el crecimiento del
hongo; sin embargo, estos solo se observaban en concentraciones cercanas a la
minima inhibitoria.

EFECTO EN LA PRODUCCION DE TOXINAS

De forma general ambos extractos inhibieron fuertemente la produccion
de todas las toxinas analizadas (aflatoxinas, acido ciclopiazonico y acido kéjico)
aun a concentraciones tan bajas como el 25 % de la CMI. No fueron encontradas

diferencias significativas entre la efectividad de los extractos con una P=0.05.
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AFLATOXINAS

El extracio de gobernadora inhibié la produccion de aflatoxinas desde un
79 % hasta un 90 % en concentraciones menores a Ia minima inhibitoria, por su
parte el extracto de Yucca inhibio mas fuertemente que el extracto de Larrea. En
este caso; la inhibicidn fue de hasta un 90 % en la concentracién mas baja v de
un 98 % en la mas alta. Aun asi, el andlisis estadistico no mosird diferencias
entre los extractos.

Como ya se menciond anteriormente no se encontraron reducciones
importantes en el crecimiento del hongo que pudieran afectar estos resultados.

Otros estudios han mostrado comportamientos similares en 1a produccion
de aflatoxinas; como los realizados por Farag et al en 1989 y Bankole en 1997
donde también observaron una reduccién en la produccién de las aflatoxinas
pero no en el crecimiento.

ACIDQ CICLOPIAZONICO

La produccién de CPA se determiné en todas 1a cepas de Aspergillus y se
detectd en 1a cepa SRRC 1299 de A. flavus. En estudios realizados por Luk et al,
en 1977, se demostré que esta toxina es coproducida con aflatoxinas por algunas
especies de Aspergillus, de manera similar, Gallagher ef al, en 1978, reportaron
que la mayoria de las cepas aisladas coproducen esta toxina en forma natural.
Finalmente se ha reportado también que A. parasiticus no produce esta

micotoxina (Dorner, et al., 1984).
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Los extractos de gobernadora redujeron de forma significativa la
produccion de CPA afn en las concentraciones del 25 % de la CMI donde se
enconfraron reducciones de hasta un 69 % y en la concentracion del 75 % de la
CMI se encontraron reducciones del 93 %. Estos resultados al ser sometidos a el
analisis estadistico mostraron diferencias significativas entre los tratamientos y
el control.

El extracto de Yucca, en este caso, no fue tan efectivo como el de Larrea; se
encontraron reducciones del40 % enel25 % delaCMIyde79 % enel 75 % dela
CML. De forma similar al anterior, el analisis estadistico muestra diferencias
significativas entre los tratamientos al ser comparados con el control.

Finalmente, un anilisis estadistico entre la cantidad inhibidora de la
produccion de CPA de los extractos revelé que estos no tenian diferencias
significativas.

ACIDO KOJICO

Esta toxina al igual que la anterior fue producida solo por la cepa SRRC
1299 de A. flavus. Estudios realizados en 1981 y posteriores determinaron que
esta toxina se produce principalmente en cepas de A. flavus Link (Bajpai, et al.,
1981; Bajpai, ef al., 1982) ¥y que regularmente es coproducida junto con las
aflatoxinas (Megalla, ef al., 1987; Madihah, ef al., 1993).

De forma similar a las demas toxinas, la produccion del acido kéjico fue
inhibida significativamente por ambos extractos. El extracto de Larreag inhibi6

su produccion desde un 35 % en la concentracion mas baja hasta un 91 % en la
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del 75 % de la CMIL Se enconfraron diferencias significativas (P=0.05) al
comparar el control ¢on los tratamientos.

El extracto de Yucca inhibié de manera mas fuerte la produccion de esta
toxina; el 25 % de 1a CMI la redujo hasta en un 56 % y el 75 % hasta en un 95 %.
E) analisis estadistico reveld diferencias significativas enire los tratamientos al
compararlos con el conirol. Sin embargo, no se enconiraron diferencias
significativas al comparar ambos extractos (P=0.05).

Finalmente cabe destacar que no existe literatura (hasta la fecha) donde se
analice el efecto de extractos de plantas sobre la produccion de acido
ciclopiazénico y de acido kéjico.

CONCENTRACION MINIMA ESPORICIDA

La CME para el extracto de L. fridentata mostré una disminucién a razén
del tiempo; es decir gue a mayor tiempo de exposicion al extracto menor la CME
requerida.

Para este caso, las cepas de A. parasiticus alcanzaron 1a CME en un menor
lapso de tiempo que las de A. flavus, sin embargo las cepas de A. flavus
presentaron una CME menor a las encontradas en A, parasiticus.

Este comportamiento habia sido encontrado y descrito anteriormente por
Lozano en 1997, donde se observo una disminucion gradual de la CME a razén
del tiempo. El analisis estadistico encuentra diferencias significativas entre el

tiempo requerido para matar esporas, pero no lo hace entre las cepas usadas.



El extracto de Y. rigida no mostré reducciones importantes en la CME
durante el monitoreo, a diferencia del extracto anterior 1a CME se alcanzd desde
los primeros dias de muestreo y esta no varié durante todo el experimento.

Esto se puede explicar por la naturaleza del compuesto. Algo similar fue
descrito por Lozano en 1997 con un extracto de Y. shidigera el cual presentaba
estas caracteristicas.

El analisis estadistico no reveld diferencias significativas entre las cepas
ni tampoco entre el tiempo requerido para matar esporas con una P > 0.05 %.

EFECTQ EN LA GERMINACION

Para este caso ambos extracfos presentaron efectos inhibitorios
significativos en la germinacién de esporas de Aspergillus. El extracto de
gobernadora present6 la inhibicion 1as 48 h después de estar en contacto con el
extracto. Esto es que durante las primeras 24 h no se observaron reducciones en
la cantidad de esporas germinadas, contrariamente se observdé un ligero
aumento en la germinacion; sin embargo a las 48 h 1a reduceién fue apreciada de
forma significativa. El anilisis estadistico revelé que no existian diferencias
significativas entre los tratamientos y el control a las 24 h de incubacion pero si
alas4s h.

Para el extracto de Y. rigida se enconiraron reducciones considerables en
la germinacion en los tratamientos al compararlos con el control desde las 24 h

de incubacién v esto se mantuvo hasta el fin del experimento. Se encontraron



diferencias significativas entre los fratamiento y €l control en ambos dias de
muestreo.

Finalmente se encontraron diferencias significativas entre los extractos
usados pero solo a las 24 h de incubacion; a las 48 h no se encontraron tales
diferencias con una P=0.05.

Estudios realizados por Aderide y Ogundana en 1996 mosiraron que
extracto de otras plantas usadas en 1a medicina tradicional como Dioscorea alata
presentaban efectos inhibitorios de la germinacion de esporas de Aspergillus,
pero estos extractos lo hacian alas 24 h de incubacion.

EFECTO SOBRE EL TUBO GERMINATIVO

En este caso en particular el extracto de gobernadora cred reducciones en
la velocidad de crecimiento del tubo germinativo que van desde un 25 % hasta
un 75 % dependiendo de la concentracion usada. El analisis estadistico mostrd
diferencias significativas entre los tratamientos y el control con una P > 0.05%.

El extracto de Y, rigida mostr6é una reduccién un poco mas fuerte que el
extracto de gobernadora, 1a concentracién del 25 % de la CMI redujo el
crecimiento hasta un 37 % y hasta un 80 % en el caso del 75 % de la CMI. Se
encontraron diferencias significativas entre los tratamientos y el control con
una P = 0.05. Sin embargo; no se mostraron diferencias significativas entre los
extractos probados.

Aderide y Ogundana en 1996 mosiraron que extractos de Dioscorea alata

presentaban inhibicion del crecimiento de los tubos germinativos de



Aspergillus, pero estos extractos lo hacian a las 24 h de incubacidn; tal como en
el caso anterior.
EFECTO EN MAI1Z
CMI

En este caso, observamos que Ia CMI de medio sdlido era similar a la CMI
encontrada para el maiz; podemos pensar que esto se debe principalmente a que
en el medio solido no existe una buena difusién de los compuestos activos y por
eso es facilmente extrapolables al maiz, sin embargo se debe tomar en cuenta
que no existen estudios comparativos en los cuales se tomen como puntos base
los efectos de extractos de plantas en maiz y medio de cuitivo.

Las CMIs del extracto de L. tridentata, eran un poco mas aitas que las
encontradas en el extracto de Y. rigida; sin embargo el anilisis estadistico no
reveld diferencias entre ambos extractos.

EFECTO EN EL CRECIMIENTO

Al usar dosis subletales de los extractos en el maiz pudimos observar que
no se encontraron diferencias con los controles en cuanto a el crecimiento del
hongo, de igual forma como se habia determinado anteriormente en medio de
cultivo; solo 1a concentracion del 75 % y 100 % de la CMI, presentaron efectos
Significativos; estos efectos fueron observados en ambos exfractos, No se
=ncontraron diferencias significativas entre los extractos probados.

En estudios realizados en 1997 por Vargas-Arispuro ef al, se determind que

=Xtractos de plantas usados en la medicina tradicional presentaban efectos



inhibidores del crecimiento y de la produccion de aflatoxinas en cepas de A.
flovus 'y A. parasiticus en maiz; sin embargo, los extractos inhibieron
fuertemente pero no totalmente el crecimiento de los hongos.

EFECTO EN LA PRODUCCION DE TOXINAS EN MAIZ

Al igual como se observg en sl medio de cultive los dos extractos
redujeron la produccién de todas las toxinas muestreadas (aflatoxinas, acido
ciclopiazonico y acido kéjico) atin en las concentraciones del 25 % de la CMI.
Ademéas de ellos podemos decir que el extracto de L. trideniata presentaba una
inhibicion mayor que el de Y. rigida. Sin embargo, no se encontraron diferencias
significativas entre ellos con una P > 0.05 %.

AFLATOXINAS EN MAIZ

El extracto de gobernadora inhibi6 la produccion de aflatoxinas desde un
84 % hasta un 97 % en concentraciones menores a la minima inhibitoria, por su
parte el extracto de Yucca inhibid hasta en un 85 % en la concenfracion mas baja
yenun 96 % en la mas alta. No se demostraron diferencias entre los extractos.
En esfos casos no se enconiraron reducciones importantes en el crecimiento del
hongo que pudieran afectar estos resultados.

El grupo de Vargas-Arispuro, en 1997 determinaron que extractos de

¥Plantas presentaban efecto inhibidor de la produccion de aflatoxinas en cepas de
<. floous y A. parasiticus en maiz; observando que dosis subletales de los

Extractos de estas plantas inhibieron en un 86 % la produccitn de estas toxinas.



112

ACIDO CICLOPIAZONICO EN MAIZ

El extracto de gobernadora redujo de forma significativa la produccion de
esta toxina atn en la concentracion del 25 % de la CMI que origindé una
disminucién de un 53 % y mientras que las concentracion del 75 % de 1a CMI se
encontraron reducciones del 88 %. Estos resultados al ser sometidos a un
analisis estadistico mostraron diferencias significativas entre los tratamientos y
el control.

En el extracto de Yucca, se encontraron reducciones del 58 % para la
concentracién del 25 % de la CMI y de 99 % para el 75 % de la CMI, de forma
igual al anterior el analisis estadistico mostrd diferencias significativas entre
los tratamientos al ser comparados con el control. Un analisis estadistico entre
los extractos reveld que estos no tenian diferencias significativas en las
reducciones ocasionadas por los extractos a esta toxina.

ACIDO KOJICO EN MATY,

De forma similar a las demas toxinas, 1la produccién de AK fue inhibido
significativamente por ambos extractos. El extracto de Larrea inhibié el AK
desde un 58 % en la conceniracién mas baja hasta un 91 % en la del 76 % de la
CMT; se encontraron diferencias significativas, al comparar el control con los
tratamientos.

El extracto de Yucca inhibié de manera mas fuerte la produccion de esta
toxina; el 25 % de la CMI 1a disminuyd hasta un 68 % y el 75 % la inhibi6 hasta

en un 99 %; Se encontraron diferencias significativas entre los tratamientos al



113

compararlos con el control. Por su parte no se encontraron diferencias
significativas al comparar ambos extractos con una probabilidad del 0.05.

Se observd también que en caldo Czapek fueron inhibidas un poco mas
fuerte estas toxinas que en maiz, esto 1al vez se deba a las diferencias de
composicion quimica de ellos, la cantidad de agua, 1a naturaleza y difusién de
los compuestos activos en ambos como ya se ha mencionado.

COMPUESTO ACTIVO

Debido al tipo de exiraccion y las reacciones a pruebas quimicas
realizadas (Cloruro férrico + Acido Sulfirico, Formol + Acido Sulfirico,
Pentacloruro de antimonio para €l caso del compuesto de gobernadora y
Lieberman-Buchard, Salkowski, Molisch, Tricloruro de Antimonio y Acido
Tricloroacético para el caso del compuesto de Yucca) podemos sospechar que el
compuesto con actividad antifiingica proveniente de gobernadora es un lignano,
¥y una saponina de tipo esteroideo como el compuesto activo de la yuca.

La gobernadora contiene muchos tipos de sustancias quimicas entre las
que destacan los lignanos por sus diversos efectos biologicos, estos compuestos
presentan grupos metilendioxi y anillos aroméaticos, lo que les da una
fluorescencia caracteristica (Dominguez., 1988), dentro de los lignanos mas
importantes de esta planta podemos mencionar al icido guaiarético y el
nordihidroguaiarético (Gisvold y Thaker., 1974), ambos han sido reconocidos
por su amplia actividad bioldégica en plantas, animales, bacterias, hongos y virus

(Gisvold y Thaker., 1974; Parry., 1993).



Para el caso del extracto de Yuccn, las pruebas quimicas fueron positivas
para formas esteroideas y azucares (Dominguez., 1988). Dentro de los
compuestos mas comunes con estas caracteristicas y actividad bioldgica
conocida de este tipo de plantas estin las saponinas esteroideas; 1as cuales han
sido aisladas de diversas especies de este genero (Backer, e¢f al., 1972;

Dominguez., 1988)
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CONCLUSIONES

Solo dos de 33 extractos presentaron inhibicion imporiante en las cinco
cepas de Aspergillus probadas en este estudio.

Las concentraciones minimas varian dependiendo de la composicién del
substrato de crecimiento del hongo, de la naturaleza del compuesto activo y del
medio de cultivo.

Las dosis subletales no afectaron significativamente el crecimiento del

hongo ni en el maiz ni en el medio de cultivo.

Las dosis menores a la minima inhibiforia de crecimiento redujeron
significativamente 1a produccion de todas las toxinas analizadas tanto en medio
de cultivo como en maiz bajo condiciones de almacenaje.

Los extractos presentaron un efecto esporicida\,\ﬁue es aumentado a razoén
de tiempo. {

Las concentraciones subletales de los extractos inhibieron la germinacién
de las esporas de las especies de Aspergillus y redujeron el crecimiento del tubo
germinativo.

De acuerdo a pruebas quimicas preliminares se sugiere que el compuesto
activo del extracto de gobernadora es un lignano perteneciente al grupo de icido

guaiarético; mientras que el compuesto activo del extracto de yuca es una

saponina de tipo esteroidea.
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PERSPECTIVAS DE LA INVESTIGACION

La tendencia mundial al consumo de alimentos mas saludables y sin el uso
de sustancias quimicas, han colocado a la investigacion con extractos de plantas
y/0 microorganismos como una de las principales estrategias para el control de
bacterias y hongos, es por ello que este trabajo se dedico a la busqueda de
compuestos de plantas de la zona norte de la Repdblica Mexicana que
presentaran un efecto inhibitorio del crecimiento, la formacién de esporas ¥ la
produccion de toxinas de Aspergillus flavus y A. parasiticus.

Este estudio solo representa una pequeiia parte de la diversa flora
mexicana y los resultados muesiran que el uso de estos extractos para evitar la
contaminacion con estos hongos pueden ser adecuados; sin embargo, muchos
estadios faltan por hacer; como los estudios toxicologicos en animales y
semillas, 1as pruebas de campo, los efectos en las poblaciones de insectos, entre
otros, Sin embargo podémos decir que este tipo de investigaciones abre
alternativas para el uso de extractos de plantas en muchas areas no solo en la
alimentaria y/o agricola para el control de este tipo de microorganismos sino
también en la medica, entre otras, como una alternativa para el control de
Organismos ﬁatégenos para plantas y/o animaies incluyendo al ser humano.

La investigacién de extractos de plantas apenas comienza y el desarrollo
de esta dependerd mucho de las tendencias mundiales para el consumo de

alimentos mas sanos.
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