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RESUMEN

El presente trabajo se realizd con la finalidad de estudiar si en la relacion
Aspergillus-maiz-afiatoxina existen compuestos presentes en la planta que pudieran actuar
como sefales para activar 10s genes involucrados en la cascada de sinteis de aflatoxina.
Diez reguladores de crecimiento vegetal y extractos y tejidos de estigmas, elote y bracteas
florales del hibrido de maiz A-791 fueron adicionados a medios de cultivo sintéticos y se
evalud su efecto sobre el crecimiento, la esporulacion y la sintesis de micotoxinas en
Aspergillus parasiticus (cepas Ap>> y ATCC 16992) y A nidulans (cepa FGSC-26) camo
modelo fungico. El Acido Nafialenacético (ANA) fue el regulador de crecimiento que se
destacd por su efecto inhibitorio sobre los tres parametros evaluados, a partir de la
concentracidon de 0.5 mM; a concentraciones altas (50 mM) la esporulacion de A.
parasiticus ATCC 16992 ss vio estimulada. El efectc da ANA también se svalué en granos
de maiz, donde la cantidad de esporas y la produccion de afiatoxinas fueron altas en el
control, pero cuando se adiciond ANA §0 mM ambos procesos se redujeron
considerablemente. Los Tejidos de estigmas, elote y bracteas florales de maiz resuitaron
estimulatorios en ¢l crecimiento, la esporulacion y la sintesis de esterigmatocistina de A
nidufans. Los exiractos acuosos de estigmas de maiz también estimularon dichos
procesos fisioloégicos en ambas especies de Aspergillus. En contraste, 10s extractos
etandlicos al 4 % inhibieron &l crecimiento y desarrolio de A. nidulans pera este resuftado
podria explicarse por el efecta del etanol en que dichos extractos fueron disueltos.
También se evalud el efecto del ANA en la expresion del gen fibA involucrade en la

sintesis de aflatoxina de A. parasiticus, encontando gque la concentracion de 50 mM inhibid

dicho gen despues de 48 haras de incubacion.



I. INTRODUCCION

Aspergillus flavus y A. parasificus son hongos que se desarrallan sobre una gran
vanedad de substratos donde pueden producir aflatoxinas. Estos compuestos son
extremadamente tOxicos ademas de pader reaccionar con DNA humano y animal y formar
aductos que posteriormente originan cancer en cieras especies animales (Wang vy
Groopman, 1999). La carcinogénesis producida por las aflatoxinas en humanos €s menos
clara, perc se ha cormelacionado positivamente con el consumo de alimentos
contaminados en algunas partes del mundo (Kraybill and Shapiro, 1969: Krogh, 1977).

La contaminacion de granos con aflatoxinas fue consderada un problema de
almaceén durante los primeros afos despues de su descubrimiento al inicia de los 70's, vy
fue posteriormente que se descubrid que dicha contaminacion podia darse desde que las
plantas se encontraban en el campo (Windstrom, 1992). Este hecho determind que se
iniciaran una serie¢ de investigaciones acerca de la relacion hongo-plama que dieran
informacion de cdmo Aspergillus podia modificar su capacidad de sintesis de aflatoxinas
en funcidon de su interaccion con su hospedante.

La interaccion entre organismos implica mecanismos de recanccimiento entre ellos.
En las interacciones entre microorganismaos y sus plantas hospederas, uno de los
mecanismos de reconocimiento que puede existir es el intercambio de senales
moleculares. Como consecuencia de estas sefiales moleculares ocurre la expresion de los
genes necesarios para producic una respuesta bioquimica, marfolégica o fisiologica a favor
© en contra de la interaccion (Halverson y Stacey, 1986).

En el caso de la relacion Aspergillus flavus-maiz-sintesis de aflatoxinas, nc se ha
demostrado que exista algun tipo de sefial entre l0s organismos involucrades a pesar de

que se ha demostrado que la penetracion de A. flavus en las mazorcas del maiz en el



campo ocurre exclusivamente cuando 10s esligmas estan en un estado fisiologico postenor
a la pohnizacidon (Marsh y Payne, 1984a; Marsh y Payne, 1984b), de tal manera que existe
la posibilidad de que las condiciones hammonales 0 de otros compuestos del maiz en ese
momento sean muy exclusivas y determinantes para que la cascada de senales entre
hango y ptanta ocurran dando como consecuencia la colonizacion del hongo y la sintesis
de aflatoxinas.

Para tratar de entender el sistema Aspergifius-maiz-afiatoxina se realizaron estudios
in vitro con A. parasiticus y A. nidulans como modelo fungico, en los cuales se utilizaron
diferentes concentraciones de reguladores de! crecimiento vegetal y extraclos de tejidos
de maiz adicionados a medios de cullivo sintéticos, y se evalud el efecto fisioldgico sobre

dichos hongos, asi como la expresiaon del gen regulatorio ibA de la sintesis de aflatoxina.



i. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

11.1. Hipdtesis.

Los genes involucrados en crecimiento, diferenciacion y sintesis de micatoxinas en

Aspergilli podrian activarse o silenciarse por la accion de 10s reguladores de crecimiento u

otros compuestos presentes en el maiz.

11.2. Objetivos.
11.2.1. Objetivo general.

Determinar si algin regulador de aecimiento vegetal del maiz afecta crecimiento,

diferenciacion o sintesis de micotoxinas en Aspergiilus parasiticus y A. nidulans.

11.2.2, Objetivaos especificos.

A) Evaluar el efecto de diferentes reguladores de crecimiento vegetal sobre el

crecimiento, la esporulacion y la sintesis de micotoxinas en Aspergiflus nidulans y A.

parastticus.

B) Evaluar el efecto de tejidos y extractos de estigmas, elote y bracteas florales del

maiz sobre el crecimiento, la esporuiacion y la sintesis de micotoxinas en Aspergiilus

nidulans y A. parasiticus.

C) Evaluar la expresion del gen regulador fibA de A. parasiticus cuando e! hongo es

cultivado en ausencia o presencia de un regulador de crecimiento vegetal.



. ANTECEDENTES

Uno de los mecanismos de reconocimiento que puede existir en la interaccion entre
hongos y sus plantas hospederas, es el intercambio de sefales, lo cual implica la
produccion de una sefial molecular (que puede ser ADN, ARN, proteinas, lipidos o
polisacandos) por parte de un organismo emisor, y €l reconocimiento de la misma por
parte de un organismo receptor. Como consecuencia de estas seiales moleculares ocurre
la expresion de |os genes necesancs para producir una respuesta bioquimica, morfoldgica
¢ fisiologica a favor o en contra de la interaccion {(Halverson y Stacey, 1986).

Existen gjemplos documentados acerca de la produccion de senales moleculares
en la interaccion de microorganismos patdgencs y sus plantas hospederas, en donde el
reconocimiento inicial de dichas sefiales es considerada clave esencial para la induccion
de defensa de las plantas en respuesta al ataque de patogenas (Toshikazu, 2001). Tales
son los casos de las Endopoligalacturonasas producidas por Rhizopus stolonifer, las
Cusles actuan como sefiales molecutares para activar mecanismos bioquimicos de
defensa en pldntulas de frijol (Walker-Simmons et al, 1984), ¢ 1a producciin de fitcalexinas
en plantas de soya como respuesta al ataque del hongo Phytophthora megaspenna {. sp.
ghcinea y en donde la sefial molecular fue identificada como Hepta-B-Gluchsido Alditol
{Sharp et al, 1934).

También se ha reportado una respuesta defensiva contra el ataque de Phytophthara
infestans en plantas de papa vy tomate cuando éslas fueron aspenadas con el Acido
Jasmdnico o su ester metilado, substancias que actuaron como sefiales en dichas plantas
en respuesta a la infeccion del hongo. Seis dias después de haber asperjado plantas de
tomate con estos jasmonatos, se enconiraron cuatro nuevas proteinas de naturaleza no

descrita, dos por debajo de 14 kDa (probablemente inhibidoras de proteinasa), una de
S



aproximadamente 24 kDa y otra de 29-30 kDa (Cohen et af, 1993). El Acidg Jasmonico ¥
su ester metilado tambrén aciian como senal quimica en los hongos durante la
geminacién de los esparangias de FPhytophthora infestans tanto in vitro como sobre las
plantas de papa (Cohen et al, 1993).

Otro caso es el de las plantas de tomate en las cuales, en heridas causadas por
insectos © por dafio mecanico, se libera la Sistemina (polipéptida de 18 aminoacidas) a
cugl regula la activacion de cerca de 20 genes defensivas cuyos productcs inhiben las
proteasas de |0s insectos. La Sistemina se forma a partir de un precursor proteico llamado
Prosistemina que se encuentra en niveles bajos en hojas de plantas no dafadas, los
cuales aumentan vanas veces en respusesta a dichas hendas. Se ha demostrado que la
Sistemina es un compuesto quimico presente en las heridas que juega un papel central en
la regulacion de la expresibn de los genes de defensa y que actia a niveles
extraordinariamente bajos (i.e. fmol/planta). La interaccién de la sistemina con su receptor
regula una compleja cascada de eventos intracelulares los cuales tienen como
consecuencia la conversion de las Oxipilinas y el Acido Jasmonico, substancias que
activan la transcripcién de 10s genes relacionados con la defensa (Ryan, 2000).

Otro ejempla de senalamiento en plantas lo constituyen las hormonas vegetales, las
cuales actuan como senales quimicas para ia expresion de diversos genes en los lgjidos
de la planta donde se encuentran (Davies, 1999, Guitfoyle et al, 1998). Las Auxinas actian
a niveles celulares regulando o modulando la expresion de genes responsables de la
extensidn y divisian celular, los tropismos, la diferenciacién vasaular, la dominancia apical
y la formacion de raices (Guilfoyle et al, 1998, Hagen, 1995); algunos de estos procesos
fisiolégicos se han visto modificados como consecuencia de incrementos transcripctonales
de los genes respectivos, después de la aplicacion de auxinas a concentraciones tan bajas

como 10° M y en tiempos hasta de 5 minutos (Hagen y Guitfoyle, 1985). Las tasas de
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transcripcidn de genes también se han visto incrementadas con otros tipas de hormonas,
como es sl caso de las Giberelinas las cuales inducen incrementos considerables en la
transcripcion de genes de g-amilasa (Libbenga y Mennes, 1995).

Las hormonas en 1as plantas son compuestos organcos distribuidos en todas sus
partes y que influyen sobre los procesos fisiologicos @ bajas concentraciones (Davies,
1995). Al igual que en atros vegetales, existen diversas auxinas en plantas de maiz, tales
coma los Acidos Indalacético, 2, 4-Diclorofenaxiacético, Indolbutirico, Naftalenacético y 2,
4, 5-Triclorofenoxiacético (Felle et al, 1991; Wrght et a/, 1991). De éstas, la principal es el
Acido Indolacético (Bandurski et af, 1995), el cual se ha encontrado presente en diversas
partes de la planta entre las que se mencionan los granos (Haagen-Smit et al, 1942). La
Zeatina es también una Citocinina aislada de granos de maiz (Letham, 1963; Letham y
Miller, 1965). Otras hormonas reportadas en semillas de maiz en desarrollo, en reposo ©
en germinacidn han sida el Acido Abscisico, las Giberelinas y las Citocininas (Davies,
1995, Fong et al, 1983; Wright et al, 1991).

Se ha demostrada que en la interaccion Aspergiflus flavus-maiz la penetracién del
hongo en las mazorcas del maiz ocurre exclusivamente cuando 10s estigmas han sido
polinizados y e encuentran en vias de senescencia, tomandose de un color café-
amarilloso (Marsh y Payne, 1984a; Marsh y Payne, 1984b). La germinacién de los conidios
de A. flavus ocurre frecuentemente cerca de los granos de polen depositados sobre los
estigmas. donde inclusc liegan a producir numerosos conidioloros, y posteriorments las
hifas crecen rapidamente a través de los estigmas de donde pasan a los granos (Marsh y
Payne, 1984a). De tal manera que existe la posibllidad de que las condiciones hormonales

del maiz en ese momento sean muy exclusivas y determinantes para que ocurra la

sefializacion entre ambos organismos.



Una vez en el grano A. flavus también presenta predileccion para colonizar
preferentemente ciertas partes de éste. Fennell et al (1973) encontraron que A. flavus
aesporuld con mayor frecuencia en el embrion de las semillas de maiz (68 %) que en &l
endospermo (12 %).

Los tejidos del maiz que preferentemente son ¢olonizados par A. flavus, contienen
sustancias que son utiizadas por el hongo para sus diferentes procesos fisiologicos.
Algunas de estas substancias le pueden servir al hongo como nulrientes, pero otras
podrian actuar coma sefales quimicas para la activacién de diversos genes de
Aspemgilius. E! polen contiene sustancias rnicas en carbohidratos, aminoacidos y mineralies
(Linskens y Pfahler. 1973; Pfahler y Lingskens, 1971; Pfahler y Linskens, 1974} las cuales
actian como excelentes substratos para A. Aawvus, incluyendo una abundante y rapida
esporulacidn (Marsh y Payne, 1984a).

Contranamente, otros compuestos presentes en el polen pueden actuar como
inhibidores de procesos metabdlicos de los hongos. Los flavonoides son compuestos
especificos de las plantas requeridos para la germinacion y crecimienta del tubo
germinativo de los granas de polen del maiz y otras plantas (Deboo ef al, 1995; Guyon et
al, 2000), algunos de los cuales han sido reportades como inhibidores de la sintesis de
aflatoxina en A. flavus (Mallozzi et al, 1996; Norton, 1999). Estos compuestos también
estan presefites en granos maduros y plantulas de maiz (Morton, 1999; Taylor y Briggs,
1990), y se ha reportado que funcionan ademas como sefales en algunas interacciones
planta-microorganismos, incluyendo la defensa de las plantas contra los fitopatogencs
(Koes et al, 1984).

E! uso de compuestos presentes en maiz y otras muchas plantas ha sido uno de los
metodos propuestos para el control de especies toxigenicas de Aspergiffus, buscando en

ellos algin efecto inhibitoric de su crecimienta, esporulacion o sintesis de aflatoxinas.
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Desde los afios siguientes al descubrimiento de las aflatoxinas, diversos investigadores
realizaron busquedas de compuestos que inhibieran dichos procesos en los hangos
productores (Sinha, 1985; Zaika y Buchanan, 1987). Se han realizado trabajes buscanda
proteinas U otros compuestos de maiz que inhiban &l crecimiento 0 sintesis de aflatoxinas
de A. flavus (Neucere y Zenngue, 1987; Khai-Huynh et al, 1992).

Otro tipo de proteinas (lamadas RIPs) que pueden tener funciones de defensa en
las plantas, son aquellas que actiéan modificando el fRNA lo que provoca que éste no
pueda ser reconocido por los ribosomas, consecuencia de esto, se bloguea
imeversiblemente la sintesis de proteinas por parte de dichos organelos (Hartley et al,
1996; Stripe et af, 1992). Las proteinas RIPs estan ampliamente distribuidas en el reino
vegetal y son activas contra los ribosomas de diferentes especies. Se han encontrado
proteinas RIPs en semillas de maiz con una alta actividad contra ribosomas no
provenientes de plantas (Soave et al, 1981), o que sugiere que su funcidn es proteger el
maiz contra el ataque de hongos u atros organismos (Dowd et al, 1998). Nislsen et al
(2001) demostraron que proteinas RIPs provenientes de maiz alteraron el crecimiento y la
morfologia de A. flavus y A nidulans, 10 que las coloca como potenciales agentes
antifingicos.

En otros cultivos productores de aceites existe \a enzima lipoxigenasa, la cual en
condiciones de estrés de la planta es capaz de oxidar los acidos linoléico y linoiénico
(Gardner, 1999). Varnos estudios han sugendo gue 10s metabolitos generados de dicha
oxidacidn pueden alterar la produccidn de micotoxinas en Aspergifius. Burow et al (1997)
encontraron que el Acido 13S-Hidroperoxilinolgico disminuyd la produccion de aflatoxina
cuando se agregd al medio de cultivo a intervalos de 24 horas, en cambio, el Acido 9S-
Hidroperoxilinoléico no inhibid dicho pracesa, pera alargd el tiempo en que la aflatoxina fue

detectada. Estos resultados dan evidencias de que la actividad de l\a lipoxigenasa en
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semillas que la contienen, podria proveer a estas de una resistencia contra las especies
toxigénicas de Aspergilius. El crecimiento de A. flavus también ha sido reportado como
iniido en semillas con altos conterwdos de aceite. Ta! es el caso del cacatwate, donde
cualro substancias extraidas de semillas recien cosechadas, inhibieron el crecimiento de
dicho hongo (Lindsey y Tumer, 1975).

Diversos compuestos naturales han sido probados por sus efectas inhibitorios sobre
A. flavus ylo A. parasiticus, tales como: cafeina (Buchanan y Fletcher, 1978), aceites de
diversos cultivos como clavo, canela, citricas, zanahoria, chile (Bullerman et al, 1977;
Karapnar, 1985; Batt et al, 1983, Madnyastha y Bhat, 1984), extractos de cebolla,
zanahoria, plantas medicinales, plantas con efecios narcoticos, plantas de uso
condimental (Batt ef al, 1980; Bahk y Marth, 1983, Hitokoto et a/, 1980, Bilgrami et al,
1980). Compuestos purificados tambien han sido evaluados, tales como: Acido Benzoico,
Acido aminobenzoico, Acido butirico, Acido prapidnico, Fitoalexinas, Vainillina, emtre otras
muchos {Uraih y Chipley, 1976; Davies y Diener, 1967, Ghosh y Haggblom, 1985, Wotton
y Stange, 1985, Bilgrami et al, 1982). De todos los compuestos mencionados algunos son
reportados con efectos inhibitorios sobre A. falvus ylo A. parasiticus. En ninguno de los
casos se han evaluado a hermonas vegetales del grupo de las Auxinas como compuestos
que pudieran regular fa sintesis de aflatoxinas ¢ el desamollo de A flavus y/o A.
parasiticus.

El Acido Jasmonico/Metil Jasmonato es un compuesto presente en diferentes
especies plantas (Meyer et al, 1984) y tambien en algunos hongos (Aldridge ot al, 1971) y
se ha demostrado que inhibe o promueve multiples procesos en las plantas (Sembdner y
Parthier, 1993), entre los que se incuyen aquelios involucrados en mecanismos de
defensa de las plantas contra hongos patégenos cuando estos interactiian con la planta

hospedera. Su influencia en la regulacion génica se presenta a diferentes niveles tales
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como induccion de expresion génica, transcripcion, procesamientc de RNA a nivel post-
transcripcional, estabilidad del mensajero, traduccidn y niveles post-traguccionales como
modificaciones de proteinas y degradacidon (Reinbothe et &/, 1994). También se ha
reportado que concentraciones tan bajas como 10° mM inhiben in vitro la sintesis de
aflatoximas de Aspergilius flavus hasta en un 96 %, dicho compuesto también disminuyd la
germinacion de esporas y la produccion de pigmentos miceliales del mismo hongo. Los
niveles submicromolares requeridos para causar dicho efecto indica que es improbable un
efecto por actividad enzimatica y se sugiere la inhibicién de algin o alguncs de los genes
de la ruta biasintética de las aflatoxinas (Goodrich-Tanrikulu et al, 1995).

La nsta biosintética de las afiatoxinas estd compuesta de 15 genes, los cuales estan
reunidos en una agrupacion génica llamada “cluster’ (Keller y Hohn, 1997) Se reporta que
en la sintesis del compuesto intermediario de la esterigmatocistina producida por A.
nidulans estan involucrados al menos 15 actividades enzimaticas, teniendo las especies A.
flavus, A, parasilicus y A. nomius una etapa adicional para convertir la estengmatocistina
en aflatoxina (Brown et al, 1996). Muy interesante ha resultado el hecho de que un
porcentaje muy alto de cepas de A. flavus contienen el cluster de genes de sintesis de
afiatoxinas aunque estas cepas produzcan o no dichas toxinas. Estos genes estan
regulados por €l gen aflR el cual es requerido para la transcripcion de todos los demés
genes del camino metabdlico (Biing-Hui y Fun-Sun, 1998; Meyer st al, 1998). Con el uso
de genes reporteros unidos a B-glucoronidasa y otras lécnicas de biologia molecular se
han estudiado las condiciones ambientales que regulan a afiR y por consecuencia la
sintesis de micotoxinas (Du et &/, 1999). Condiciones ambientales y nutricionales tales

como temperaturg, aireacion y fuente de carbono estan influenciando la regutacion de
afiR.
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Otros genes de la ruta metabdlica de la biosintesis de micotoxinas han sido
caracterizados y su funcién establecida. Se ha encontrado que 0s genes fibA y fluG
juegan un papel determinante en el balance entre crécimiento, esporulacion y sintesis de
esterigmatocistina de A. nidulans. La expresion de fluG trae por consecuendia la activacion
del gen ALA, el que a su vez inactiva al gen fadA. Cuando fadA esta activo, ccurme un
estimulo del crecimiento a la vez que una represion de la esparulacion y de la sintesis de
estengmatocistina, por lo que al ser reprimido por flbA, el crecimiento del hongo se verad
detenido dando lugar a la esporulacion y la sirtesis de esterigmatocistina (Yu et al/, 1999).

Por otro lado existen evidencias de que la esporulacion y la sintesis de micotoxinas
estan comelacionados y que tienen un punto comun de regulacién (Guzman-de-Pefia y
Ruiz-Herrera, 1997). La disminucion en el proceso de la esporulacidn asexual al mismo
tiempa que se reduce 'a produccion de esterigmatocistina es un fenémenoc ya demostrado
en A, nidulans por Hicks ef al (1997) y en A. parasiticus por Guzman-de-Peia y Ruiz-
Herrera (1997) quienes ilustraron claramente que en condiciones de cultiva donde el
hongo no esporutd no produjo micatoxina, 0 con unia mutante de esa misma especie con
sectores incapaces de esporular y que lo fueron también para producir aflatoxina, en

contraposicion con sectares que presentaron esporulacion normal y que produjeron mas

toxina que la cepa silvestre.
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IV. MATERIALES Y METODOS

IV.1. Experimentos con medios sintéticos.

V.1.1. Cepas utilizadas.

Para cumplir con los objetivos planteados en el presente trabsgjo se realizaron varios
experimentos en donde fueron utilizadas \as siguientes cepas fungicas:

a) Aspergifius nidulans FGSC-26. Cepa donada por el Deparlamento de
Microbiologia del institutc de Fisiologia Cetular de 1a Universidad Nacional Autonoma de
Meéxico. A. midulans es un modelo fungico y cuenta con la ventaja de tener la misma ruta
de sintesis que tienen Aspergillus flavus y A. parasiticus para producir aflataxinas, con
excepcion de un Oltimo paso por ko que en A. nidulans el producte final en dicha ruta as la
toxina estengmatocisting, esto determina que al analizar el comportamiento de A. nidufans
se tengan mas herramientas de estudic para analizar o que ocurre con otvos hongos
coma A. flavus ylo A. parasiticus.

b) Aspergillus parasiticus Ap*°. Cepa de la tercera generacion de aislamientos
monospancos provenientes de Aspergillus parasiticus NRRL 2999 adquinida en el Northern
Regional Research Laboratory de Peora lllinais, USA. La especie A. parasiticus fue
preferida sobre A. flavus debido a su estabilidad en la produccion de aflatoxinas y
especificamente se escogio la cepa Ap’® por haberse homogenizado su poblacion
mediante avances generacionales de cultivos monospdricos hechos previamente en el
Laboratorio de Micotoxinas de la Unidad \rapuato del Centro de Investigacion y Estudios
Avanzados del Instituto Politécnico Nacional,

c) Aspergillus parasiticus ATCC 16992. Cepa adquirida en la Amencan Type Cutture

Collection en Manassas, VA, USA. Esta cepa produce las cuatro aflatoxinas, B¢, Ba, Gy ¥
G; y presenta mayor estabilidad de produccion.
13



IV.1.2. Medios de cultivo.

Los medios de cultivo utiizados en las diferentes fases de los experimentos

desarrollados durante el presente trabajo fueron los siguientes:

a) Papa Dextrosa Agar. Se utilizd este medio en su forma deshidratada adquindo de

la compania Difca. Este medio fue empleado para incrementar el inéculo utlizada para

iniciar los diferentes experimentos tanto de A. nidulans como de A. parasiticus.

b) Medio sintético para A. nidulans. Fus utilizado como base el medio propussto por

Kafer (1977). Su composicion fue |a siguiente:

Solucion de sales 20x

Elementos traza 1000x

Sacarosa (2%)

Biotina (Sol. concentrada al 0.05%)
PABA (Sol. concentrada al 0.17 %)
Metionina

Agua destilada (a afarar)

50 ml
1,000 gl
20g
500 ul
500
200 mg

1,000 mi

La sacarosa es la mejor fuente de carbonc para ia sintesis de esterigmatocistina por

A. nidufans (Guzman-de-Peiia, 1996). El pH fue ajustado a 6.5 con Hidroxido de Sodio 2

N.

Los elementos traza 1000x y la solucién de sales 20x fueron preparados de la

siguiente manera:
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lemenigs tr: 1000x Scalucion de sales 20x

InSa, THO 229 NaNO; 120 g
HiBO; 11g KCl 104g
MnCh 4H,0 0S¢ MgSC, 7 H:O 1049
FeSO4 7H,0 059 KH.PO, 30449
CoClz 5H0 0 016 g H-0 destilada (a aforar) 1,000 ml
CuSO, 5 H,0 0.16 g

(NH4)5M07024 4Hzo 5.0 g

H:O destilada (a aforar) 1,000 mi

¢) Medio sintético para A. parasiticus. Fue utilizado como base el medio prapuesto
por Hsieh y Mateles (1971), el cual s reportado como no inductor de aflatoxinas y utiliza
peptona como fuente de carbono. En este estudio se utilizd glucosa como fuente de

carbono tomandalo en un medio sintético inductor. Su composicion fue la siguiente:

(NH{)2SQ4 49
KH,PO, 10g
MgSQO, 7TH0 2g
Mezcta de metales 1,000 gl
Glucosa (5 %) 50g

H20 destilada (a aforar) 1,000 mi
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La glucosa fue escogida por haber resultado ser una buena fuente de carbono para
A. parasiticus en expenmentos previgs {Guzman-de-Peria, 1996). El pH fue ajustado a 6.5
con Hidroxido de Sodio 2 N, para posteriormente ser esteriizado en autoclave por 15
minutos a 15 PSi de presion. Para evitar que la glucosa se caramelizara con el cator y al
estar mezclada con el resto de las substancias, éste compuesto fue esterilizado por
separado en las mismas condiciones de autoclaveado, y agregado posteriormente al

medio.

La mezcla de metales fue preparada de la siguiente manera;

Naz:B8407 10H,0 700 mg
Na-MoO, 2H,0 680 mg
Fex(SO4); nH0 109
CuS0, 5H0 300 mg
ZnS0, TH0 176 ¢
MnSO4 H0 10g

H.0 destilada (a aforar) 1,000 mi

Todos os medios de caultiva fueron esterilizados en autoclave por 15 minutos a 15

PS1 de presion.

IV.1.3. Obtencidn de indculo.

Las cajas conteniendo cultivas de ks hongos fueron incubados durante cinco dias,
en forma constante durante todos l0s experimentos. Al término de la incubacion se anadid
a cada caja 3 ml de agua Tritdn X-100 estérl al 0.01 % y se obtuvo el indculo en

condiciones estériles. La cuenta de esporas se realizd utilizando la camara de Neubauer.
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Se utilizd 1 ml de una suspensidon de esporas al 1 x 10’ esporas/ml para cada matraz

erlenmeyer de 250 ml de capacidad conteniendo 50 ml de medio de cultivo.

IV.1.4. Condiciones de incubacion.

Se utilizaron dos temperaturas de incubacion. 28° y 37° C. La pnmera se utilizd para
incubar las cepas A. parasiticus ATCC 16992 y A. parasiticus Ap>°. La segunda fue
utilizada para la cepa A. nidufans FGSC 28. Algunos experimentos con la cepa A
parasiticus Ap>® fueron también desarrollados a 37° C.

Los matraces con el medio de cultivo liquido fueron incubados en condiciones
estacionanas durante 3 y € dias. E! mayor tiempo se utifizé en la cepa A. parasiticus ATCC

16992 por ser de crecimiento mas tento que las ofras cepas utilizadas.

1V.1.5. Reguladores de crecimiento.

Se uiilizaron diez diferentes reguladores de crecimiento en sus formas de
compuestos puros o como sal de sodio o sal de potasio y en diferentes concentraciones
como se ilustra en la tabla 1. Todos los compuestos se obtuvieron en la Compaiiia Sigma
Chemical Co.

El primer criterio para establecer las concentraciones a utilizar de \os reguladores
de crecimiento se baso sobre los diferentes datos de concentraciones usadas en cultivo de
tejidos vegetales y las bajas concentraciones en que éstos se encuentran en las plantas
{Davis, 1995) Posteriormente se incrementaron las dosis hasta encontrar la concentracion
minima para causar un efecto.

Previo a su uso, las soluciones de los compuestos fueron preparadas con agua
destilada. En el caso de las presentaciones en forma de sal de Potasio o Sodio, la

soluciones se prepararon directamente en el agua, mientras gue parz los compuestos
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Tabla 1. Reguladores de crecimiento vegetal utitizados.

Regulador de crecimiento Concentraciones evaluadas (mM)

Acida 2 4-Diclorofenoxiacética (sal de Na)  0.00004; 0.0206; 0.2058, 5 y 50

Acido Giberélico 0.00003; 0.0144, 0.1443 y 0.7217
Acido Giberélico (sal de K) 0.00003; 0.0130; 0.1300 y 06502
Acido Indolacético 0.00008; 0.0171 y 0.1712

Acido Indolacetico (sal de Na) 0.0152y 0.1521

Acido Indolbutinco 0.0005; 0.0492 y 0.4921

Acido Indolbutirico (sal de K) 0.0414; 0.4144;: Sy 50

Acido Jasmanico 1

Acido Naftalenacética 0.00005; 0.0537; 0.5370

Acido Naftalenacético (sal de K) 0.00004; 0.0446; 0.4458; 0.5; 5y 50

puros se pre-disolvieron con unas gatas de NaOH 1N o Alcohol Etilico al 50 %, segun la

recomendacion del fabricante.

Para evitar su degradacion con el calor, todos los regutadores de crecimiento fueron
esterilizados por filtracion a través de membranas de nitrocelulosa (Millipore 0.45 um, 25

mm, HAWP), previo a ser agregados al medio de cultivo.

V.1.6. Extractos y tejidos vegetales.

Para obtener los extractos de tejidos de maiz fueron utilizadas mazorcas del hibrido
A-791 cosechadas entre los 15 v 20 dias despues de la emergencia de los estigmas,

durante los ciClos de primavera-verano del 2000 y 2001,
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Dos mazorcas fueron procesadas en el ciclo pimavera-verano del 2000, las cuales,
inmediatamente despues de ser cosechadas, fueron divididas en tres partes: estigmas,
elote y bracteas fiorales. Cada parte por separado fue cortada en pequefios trozos,
colocandose posteriormente en 250 mi de etanol y calentados en bafo maria por 15
minutos a 80° C.

Después de enfnarse, los tejidos de maiz fueron ¢olados con el uso de una gaza y
dejados reposar hasta la total evaporacion del etancl para postenormente ser molidos en
licuadara con 200 mi de agua destilada. Cinco gramos de esta molienda fueron agregados
a cada matraz con 50 ml de medio de cultivo de Kafer y estenlizadas por 15 minutos a 15
PSI de presidn. Los matraces fueron inoculados & incubados a 37° C durante tres dias.
Los tejidos de maiz soto fueron evaluados con A. nidulans.

El etanol conteniendo los extractos de maiz fue evapaorado en un rotoevapcrador
hasta reducir su volumen a 50 ml. De este concentrado, 20 ml fueron guardados a =12° C
hasta su uso, lamandoles a éstos “extractos etandlicos’. Los 30 ml de extracto etandlico
restantes fueron evaporados a sequedad en bafio marsia a 80° C y resuspendidos en 30 ml
de agua destilada, la suspension fue filtrada en papel Whatman No. 1 para eliminar todos
los solidos y el filtrado se guardo a —12° C hasta su uso, llamandole a éstos “extractos
etandlicos evaporadaos y resuspendidos en agua’.

Comao al momento de resuspender los extractos en agua destilada parte de ellos no
fueron solubles en la misma (quedaran adheridos a las paredes del vaso de precipitados),
una vez eliminada el agua se resuspendieron en 30 mi del mismo etanol; la suspension
fue filtrada en papel Whatman No. 1 y guardada a —12° C hasta su uso, lamandole a éstos

“extractos etandlicos evaporados y resuspendidos en el mismo etanol”.
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El segundo afio (ciclo primavera-verano del 2001) el interés se centro sdlo en los
extractos de estigmas de maiz, por io que sélo se procesaron estos siguiendo una
metodologia similar al del afio antenor. Las vanantes fueron:

a) Se procesaron 150 gramos de peso fresco de esltigmas (obtendos de 25
mazorcas) en 600 ml de etanal, los cuales, después del calentamiento a bafo
maria, se dejaron reposar toda una noche.

b) No se realizaron experimentos con tejidos de estigmas, por lo que éstos fueron
eliminados.

c) No se dejd “extracto etandlico” por lo que todo éste fue evaporado hasta
sequedad, haciéndose la posterior resuspension con 900 ml de agua destilada.
Los residuos no solubles en agua fueron resuspendidos en 100 ml de etanol y
posternormente evaporados hasta reducir su volumen a 50 ml.

Para evitar la posible degradacion con el calor, todos los extractos de maiz fueron

esterilizados por fiitracidn a través de membranas de nitrocelulosa (Millipore 0.45 ym, 25

mm, HAWP y HVHP, para extractas acuasos y elandlicos, respectivamente), previo a ser

agregados al medio de cultiva.

IV.1.7. ParGmetros evaluados.

Se evaluaran tres parametros: (A) ¢l crecimiento micelial, (B) la esporulacidn y (C)
la sintesis de micotoxinas.

A) Crecimiento micelial. El micelio fue filtrado a través de papel filtro Whatman No. 1
a peso constante. El papel con el micelio se colocd a 60° C por 24 horas para su total
secado. El crecimiento s€ determind por diferencia de peso.

B) Esporulacidn. Al términa de la incubacion, el micelio fue transferndao a un tubo de

ensayo al que se ke agregaron 10 mi de agua Trton al 0.01 %. Las esparas fueron
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separadas del micelio por agilacion con una espatula, tomandose posteriormente una
alicuota para la cuantificacion de esporas en la camara de Neubauer. El micelio y las
esporas fueron regresados al matraz con €l medio de cultivo para realizar 1a extraccion de
micotoxinas.

¢) Sintesis de micotoxinas. Extraccion y cuantificacidn. Tanto la esterigmatocistina
en A nidulans como las aflatoxinas en A. parasiticus fueron extraidas de acuerdo a Keller
et al (1994). A cada matraz comteniendo todo el medio de cultivo con el micelio y las
esporas correspondientes, le fueron agregades 30 ml de acetona y dejado reposar por 30
minutos; posteriormente se agregaron 30 m! de cloroformo dejandose iguaimente reposar
por el mismo tiempo. La fase cloroformica fue filtrada a través de Sulfato de Sodio anhidro
Y luego evaporada a sequedad. Las micotoxinas fueron resuspendidas con 5 mi de
cloroformo para pasarias a tubg de ensayo, evaporadas a sequedad de nueva cuenta y
resuspendidas con 1 ml de metano! grado HPLC. La muestra asi obtenida se fitirg con
columnas extract-clean C-18 (marca Alltech). Las micotoxinas se cuantificaron por
cramatografia liquida de alta presion utilizanda una columna C18 en fase reversa
(Beckman, 4.6 mm x 15 cm). El sistema de solventes para la fase movil en el caso de las

aflatoxinas fue una mezcla de agua:Metanol:Acetonitrilo (45:40:15), mientras que para

esterigmatocistina fue solamente Metanol.

IV.2. Experimento in vitro Wtilizando granos de maiz.

Para evaluar el efecto del Acido Naftalenacético sobre la esporulacion y sintesis de
afiatoxinas de A. Parasticus, muestras de 50 gramos de maiz del hibrido Asgrow-791
fueron colocados en un matraz erenmeyer y esterilizados en autoclave durante 15
minutos @ 15 PSI de presion. Las matraces fueron inoculadas con 1 ml de una suspension

de esporas1 x 107 de la cepa A. parasiticus (ATCC 16992) Se tuvieran tres tratamientos.
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(a) Control positivo con granos de maiz inoculados con A. parasiticus y sin Acido
Naftalenacetico, (b) Control negativo con granos sin indculo y sin el regulador de
crecimiento y (c) Granos de maiz inoculados con A. parasiticus y adcionando una solucidn
50 mM de Acido Naftalenacetico filtrada en una membrana de nitrocelulosa Millipore. A
tados los matraces se les afiadieron 10 ml de agua estéril para favorecer las condiciones
de humedad y se incubaron a 28° C por 7 dias. Al término de la incubacion, a cada matraz
se le adicionaron 10 mi de agua Tritdn al 0.01 % y por agitacion con una espatula, las
esporas fueron separadas de 10s granos, se tomo 1 ml de esta suspensién para su
cuantificacién en la camara de Neubauer. Las aflatoxinas fueron extraidas del maiz
utilizando el método 1 AOAC modificado por Guzman-de-Peria et a/ (1992) y cuantificadas

por cromatografia liquida de alta presion.

IV.3. Disefo experimental y analisis estadistico.

Se montaron expenmentos individuales con tres tratamientos cada uno. Se utitizd
un diseiio experimental completamente al azar con § repeticiones. La unidad experimental
consistié de un matraz erlenmeyer con 50 ml de medio de cultivo 0 con S0 gramos de
maiz. Los datos se transformaron a log {(x+1} y se sometieron a un analisis de varianza y
la prueba de separacion de medias de Tukey, usandose en todos los casos un nivel de
significancia de 0.05. Para todos los analisis, se usd la version 6.12 del SAS (SAS
Institute, Cary, NC, USA). Aunque para los analisis estadisticos se usaron los datos

transformados, en las tablas mencionadas en et capitulo de resultados todos los datos

conresponden a los valares originales.

BIOLOGIA MOLECULAR.

IV.4. Expresion del gen flbA.
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Para evaluar la expresion del gen fibA fue necesario obtener RNA del hango en
cuestion. Para elio se sembrd A parasiticus ATCC 16992 en el medio de cultivo de Hsieh-
Mateles, en presencia y en ausencia de la sal de Potasic del Acido Naftalenacético. El
compuesto fue adicionado al inicio de la incubacion y se cultivé durante 48 horas a 28° C.

Se utilizé una solucidén S0 mM de dicho requlador para cada tratamiento.

IV.4.1. Extraccion de RNA.

E! micelio del hongo fue filtrado y congelade en nitrdgenag liquido para su postenor
procesamiento. La abtencion del RNA se realizd utilizanda el reactivo TRIzal (Gibco BRL)
que se basd en agregar este reactivo al micetio del hongo finamente molido en frio en un
mortero, v despues de los pasos que se siguieron de acuerdo al protocolo de
Chomczynski (1993), se recuperd un sobrenadante con el RNA. La concentracion del RNA
obtenido fue calculada en un espectrofotémetro de acuerdo a Maniatis et al (1982)

utilizando 1a relacion Axsd/Azaq y SU integridad fue evaluada por observacion en un gel de

agarosa. El RNA fue guardado hasta su uso a-75°C,

V.4.2. Northermn blot

El gel desnaturalizante se prepard mezclando 1.2 gramos de Agarosa, 10 ml de
MOPS 10x y 73 ml de agua desionizada tratada con Dietil Pirocarbonato (DEPC). Se
disolvid en microondas y cuando se enfrid hasta 60° C se le afadieron 17 ml de
Formaldehido al 35 %, vaciandose de inmediato a la camara de electrofaresis. Por otro
lado, 15 pg de RNA obtenido como se detalld en ¢l apartado anterior, fueron mezclados en
una solucion conteniendo 5 i de Formamida, 1 pl de MOPS 10x y 2 yl de Formaldehido al

35 % e incubados 5 minutos a 65° C. Después de enfriar en hielo y adicionados 5 yl de
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buffer de carga y 0.5 ! de Bromuro de Etidio, se cargaron en €l gel desnaturalizante. La
electroforesis se cormio a 50 volts por 3 horas utilizando MOPS 1x como buffer de comida.
Para la transferencia del RNA se construyé un puente con papel Whatman 3 MM en
una solucién de SSC 10x, y sobre del cual se colocd el gel desnaturalizante. Arriba del gel
se colocd una membrana de Nylon Hybond"-N+ (Amersham Phammacia Biotech), después
otro papel Whatman y sobre éste suficiente papel absorbente. Se dejd transferir durante
18 horas a temperatura ambiente. Finalmente el RNA fue fijado a 1la membrana

homedndola 2 horas a 80° C. La membrana conteniendo el RNA se guardd a temperatura

ambiente hasta su uso.

IV.4.3. Obtencion del fragmento flbA.

Utilizando la secuencia oblenida en el Gen Bank, se disefiaron oligonucledtidos
homologas al gen fibA, utilizando el programa “Primer Select”. Dichos oligonucledtidos
fueron sintetizados en el Laboratorio de Secuenciacion del CINVESTAYV, Unidad lrapuato,
y correspondieron a la region conservada ‘SLKFSQSNR” entre los aminoacidos 270 y 280
del gen fibA de A. nidulans, y sus secuencias directa y reversa fueron las siguientes:

& TCCCTCARATTCTCTCAATCGAACCGG 3°
5 GTAGAATGACAGGTTTTCTTCGCAGA 3°

Estos aligos fueran utilizados como primers en las reacciones de amplificacion por
PCR, utilizando un termociclador Perkin Eimer modelo 2400. Los productos de PCR se
comeron por electroforesis en un gel de agarosa y se clonaron dentro del vector
Topocloning 2.1.

Después de reproducir suficientemente el vector, el DNA plasmidico fue aistado del
mismo mediante el “kit" Rapid Plasmid Miniprep System (Marligen Bigscience Inc.)

siguiendo las instrucciones del fabricante. Del DNA plasmidico se abtuvo un fragmento de
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810 pb al digenrlo con la enzima Eco R1 (Gibco BRL). El fragmento fue recuperado
después de corredo en un gel preparativo de agarosa y posteriormente se purificd
utilizando el “kit" Concert Gel Extraction Systems (Gibco BRL), de acuerdo a las
especificaciones del fabncante. €l fragmenta de fibA obtenido se mandd secuenciar para

corroborar par homologia si correspandia al gen respectivo reportado en el Gen Bank.

IV.4.4. Marcaje radioactivo del fragmenta flbA.

Una vez purificado el fragmento de fibA, se llevd a 47.5 pl con TE y se desnaturalizd
a 95° C por S minutos y se pasd posteriormente a hielo. Se agregd a un tubo de reaccidn
{Rediprime) al que @ su vez se le adicionaron 2.5 pl de [o ¥P) dCTP como marca
radioactiva. El tubo de reaccion fue incubado a 37° C por una hora y la reaccion fue
detenida agregando 3 pl de EDTA 0.5 M.

La reaccidn de marcaje radioactivo se lievd a 200 yl con TE y se procedid a su
limpieza. Para esto, primeramente se prepard una columna con perlas bolotini, fibra de
vidrio y biogel y se centrifugd por § minutos a 2,500 rom; posterionmente se agregaron 200
ul de TE vy se volvid a centrifugar de la misma manera. Los 200 pl de reacgion de marcaje
fueron adicionados a la columna asi preparada y se centrifugd por § minutos @ 5,000 rpm y

6° C, obteniéndose de esta manera la sonda radioactiva para ser utilizada en la

hibridacion.

IV.4.5. Hibridacion.

El fragmento ya marcado se desnaturalizé a 95° C por 5 minutos, y se agregd como
sonda radioactiva a la solucion de prehibndacikin conteniendo |1a membrana de nylon con
el RNA de los tratamientos. Se dejd hibridando durante toda la noche a §5° C y en

agitacién continua para posteriormente lavar las membranas con SSC. Estas se colocaron
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dentro de un cassette de exposicidn juntamente a una pelicula de rayos X y se dejaron

exponiendo a =70° C.

TECNICA DE RT-PCR.
1V.4.6. Obtencidn del cDNA.

Para evaluar el efecto de la expresidn del gen flbA de A. parasiticus ATCC 16992
en presencia y ausencia de la sal de Potasio del Acido Naftalenacético 50 mM, se utilizo la
técnica de RT-PCR.

Para ello se realizd pnmeramente la sintesis de una cadena complementaria de
DNA usando como template €l RNA extraido como se indicd en el apartado (V4.1. vy

utilizando los oligonucledtrdos especificos disefiados para el gen fibA como se indicd

{ambien en el apartado IV.4.3.

Los productos de ia reaccion se analizaron en un gel de agarosa.
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V. RESULTADOS

V.1. Efecto de los reguladores de crecimiento sobre Aspergiflus nidulans y A.
parasiticus en medios sintéticos.

Como se indicd en el capitulo de Metodologia, se utilizaron diferentes
concentraciones de los reguladores de crecimiento. Las adiciones fueron en mgfit y
después se calculd la molaridad, de tal manera que las primeras molaridades usadas
fueron extraordinariamente bajas. En algunos casos el 2.4-Diclorofenoxiacético, el Acido
Giberélico, el Acido Indoacético y el Acido Naftalenacéticc fueron adicionados a
molaridades de 3 a 6 x10° mM.

La adicion de estos compuestos a molaridades tan bajas no causaron ningun
cambio en ninguno de los tres parametros evaluados, crecimiento expresado como peso

seco, numero de esporas totales del cultivg y produccidén de esterigmatocistina ¢ aflatoxina

por mg de micelio.

V.1.1. Experimentos con Aspergillus nidulans FGSC-26.

Acido 2,4-Diclorofenoxiacético.

Los resultados obtenidos al usar la sal de Na del Acido 2,4-Diclorofenoxiacético
como se cbserva en la tabla 2 indican que no hay diferencias significativas en los
parametros evaluados y por lo tanto ningun efecto de este compuesto sobre A. nidulans.
En un primer experimento (datos no mostrados), la concentracién 2.06x10? mM inhibi 1a
esporulacion en un 42.9 %, pero este resultado no se repitid. Durante la repeticion del

experimento no se analizd si concentraciones mas altas de este compuesto afectaban a A.

nidulans.
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Tabla 2. Efecto de dos ooncentraciones de la sal de Sodio del Acido 24
Diclorofenoxiacético sobre Aspergillus nidulans (FGSC 26) en medio sintetico.

Acido 2,4-D Pesa seco de micelic  Numero de esporas  Esterigmatocistina
(mM) (mg) (x107) (ngimg de micelia)
0 3094 a 37 a 6726 a
0.0206 3208 a 3.7 a 6912 a
0.2058 2976 a 3§ a 7459 a
" Totales del cultivo.

Medias de 5 repeticiones por tratamiento; valores con la misma letra en sentido vertical
son estadisticamente iguales (Tukey a p=0.05).

Acido Giberélico.

Al utilizar la forma pura del Acido Giberélico a una concentracion de 3x10° mM no
se observd ningin efecto sobre los parametros evaluados (tabla 3). Sin embargo cuando
se aumentd la concentracion a 1.44x10° mM se observé un efecto estimulatorio
solamente en la sintesis de eserigmatocistina con respecte a la produccion en el control
(tabla 4). Si la concentracion se incrementaba a 1.44 x 10" mM ni el crecimiento ni la
esporulacion se estimulaba pero la esterigmatocistina aumentaba en cantidad producida
por mg de micelio. Cabe mencionar que la repetitibilidad del efecto de la concentracion
1.44 x 102 mM entre experimentos es muy variable.

El efecto de la sal de Potasia a bajas concentraciones (3x10° mM) parece no tener
ningun efecto (tabla 5), sin embargo conforme se aumenta la concentracion se afecta el
crecimiento y la sintesis de esterigmatocistina (tabla 6). Como se puede gbservar en la
tabla §, 1a esporulacion obtenida en este experimento es mucho menor que ia obtenida

para el control del experimento cuyos datos se muestran en la tabla 6.
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Tabla 3. Efecto de dos concentracicnes de Acido Giberélico sobre Aspergilius nidulans
(FGSC 26) en medio sintetico.

Acido Giberélico Peso seco de micelio Numero de esporas  Esterigmatocistina

(mM) (mg) {(x10" (ngimg de micelio)
0 2047 a 165 a 696 a

0.00003 196.3 a 126 a 509 a

0.0144 2111 g 136 a 563 a

" Totales del cultivo.

Medias de 5 repeticiones por tratamiento; valores ¢on la misma letra en sentido vertical
son estadisticaments iguales (Tukey a p=0.05).

Tabla 4. Efecto de dos concentraciones de Acido Giberélico sobre Aspergiflus nidulans
(FGSC 26) en medio sintético.

Acido Giberélico Peso seco de micelio Numero de esporas  Esterigmatocistina

(mM) (mg) (x10%) {ng/mg de micelio)
0 2630 a 28 a 2472 b

0.0144 3015 a 36 a 4831 a

0.1443 2618 a 29 a 6060 a

" Totales del cultivo.

Medias de 5 repeticiones por tratamiento; valores con la misma letra en senlido vertical
son estadisticamente iguales (Tukey & p=0.05).
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Tabla §. Efecto de dos concentracianes de ta sal de Potasio del Acido Giberélico sabre
Aspergillus nidulans (FGSC 26) en medio sintético.

Acido Giberélico  Peso seco de micelio Numero de esporas  Esterigmatocistina

(mM) (mg) {x10") (ngfmg de micelio)
0 2900 a 379 a 130.8 a
0.00003 2645 a 481 a 1186 a
00130 2846 a 432 a 973 a

" Totales del cultiva.
Medias de 5 repeticiones por tratamiento; valores con la misma letra en sentido vertical
son estadisticamente iguales (Tukey a p=0.05).

Tabla 6. Efecto de dos concentraciones de la sal de Potasio del Acido Giberélica sobre
Aspergiflus nidufans (FGSC 26) en medio sintético.

Acido Giberélico  Peso seco de micelio Numero de esporas  Esterigmatocistina

{mM) {mg) (x10") (ng/mg de micelio)
0 3115 a 106.4 a 1431 a

0.0130 2518 b 8.1 a 848 ab

0.1300 272 b 717 a 677 b

" Torales del cultiva.
Medias de 5 repeticiones por tratamiento; valores con la misma letra en sentido vertical
son estadisticamente iguales (Tukey a p=0.05).
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Acido Indolacético.

Solo la concentracion mas baja de la forma pura del Acido Indolacético (6x10° mM)
mostro un efecto inhibitornio en el crecimiento y la esporulacion de A. nidulans {(tabla 7),
perg este efecto na fue consistente cuando se utilizaron concentraciones mas altas del
mismo regulador (tabla 8). En ningun casa se encontrd un efecto sobre la sintesis de
esterigmatocistina.

Ninguna de las concentraciones utilizadas de la sal de Sodio afectaron a los

parametras evaluados en A. nidulans (tabla 9).

Tabla 7. Efecto de dos concentraciones de Acido Indolacético sobre Aspergillus nidulans
(FGSC 26) en medio sintético.

Acido Indolacético  Peso seco de micelio Numero de esporas  Esterigmatocistina

(mM) (mg) (x107) (ng/mg de micelig)
¢ 2254 a 326 a 1081 a

0.00006 1789 b 189 b 1120 a

0.0171 2272 a 243 ab 1149 a

" Totales del cultivo.
Medias de 5 repeticiones por tratamiento; valores con la misma letra en sentido vertical
san estadisticamente iguales (Tukey a p=0.09).
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Tahla 8. Efecto de dos concentraciones de Acida Indolacético sobre Aspergillus midulans
(FGSC 26) en medio sintetico.

Acido Indolacético  Peso seco de micelio Numero de esporas’  Esterigmatocistina
(mM) (mg) (x107) (ng/mg de micelio)
0 3181 a 77 a 625 a
0.0171 2968 a 86.8 a 638 a
0.1712 2755 a 523 a 741 a

" Totales del cultiva.

Medias de 5 repeticiones por tratamiento; valores con la misma letra en sentido vertical
son estadisticamente iguales (Tukey a p=0.05).

Tabla 9. Efecto de dos concentraciones de la sal de Sodio del Acido Indolacética sobre
Aspergiilus nidulans (FGSC 26) en medio sintético.

Acido Indolacético  Peso seco de micelio NGmero de esporas

Esterigmatocistina
{mM) (mg) {x10") {ng/mg de micelio)
0 2185 a 51 a 2243 a
0.0152 2790 a 41 a 376.3 a
0.1521 2730 a 53 a 343.7 a
" Totales del cultivo.

Medias de 5 repeticiones por lratanmiento; valores con la misma letra en sentido vertical
son estadisticamente iguales (Tukey a p=0.05).
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Acido Indolbutirico.

Scolo se encontrd un efecto inhibitono en el crecimiento micekal y a las
concentraciones mas bajas evaluadas (5x1 o* ¥ 4.92x102 mM) en la forma pura del Acido
Indolbutinico {(tabla 10). Ni concentraciones mayores de la forma pura ni de la forma de sal
de Potasio de este reguladar inhibieron a ninguna de las tres variables evaluadas (lablas

11y 12).

Tabla 10. Efecto de dos concentraciones de Acido tndolbutirico sobre Aspergifius nidulans
(FGSC 26) en medio sintético.

Acido Indolbutinco  Peso seco de micelio Numero de esporas  Esterigmatocistina

(mM) {mg) (x107) (ngimg de micelio)
Q 295.7 a 101 a 2223 a

0.0005 2313 b 103 a 121.7 a

0.0492 2345 b 88 a 1460 a

" Totales del cultivo.
Medias de 5 repeticiones por tratamiento, valores con la misma letra en sentido vertical
son estadisticamente iguales (Tukey a p=0.05).
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Tabla 11. Efecto de dos concentraciones de Acido Indolbutirico sobre Aspergillus nidulans
(FGSC 26) en medio sintetica.

Acido \ndolbutiico  Peso seco de micelio  Numero de esporas  Estengmatocistina

(mM) (mg) (x107) (ng/mg de micelio)
Q 2580 a 1118 a 5§28 a

0.0492 217.7 a 797 a 50.2 a

0.4921 2155 a 797 a 60.9 a

" Totales del cuitiva.
Medias de 5 repeticiones por tratamiento; valores con la misma letra en sentido vertical
son estadisticamente iguales (Tukey a p=0.05).

Tabla 12. Efecto de dos concentraciones de la sal de Potasio del Acido Indolbutirico sobre
Aspergiltus nidulans (FGSC 26) en medio sintético.

Acido Indolbutirico  Peso seco de micelio Numero de esporas  Esterigmatocistina

(mM) (mg) (x107) (ng/mg de micelia)
0 2398 a 742 a 274 a

0.0414 1985 a 562 a 314 a

0.4144 2212 a 879 a 326 a

" Totales del cultive.
Medias de 5 repeticiones por tratamiento; valores con la misma letra en sentido vertical
son esladisticamente iguales (Tukey a p=0.05).
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Acido Jasménico.

En el caso del Acido Jasmonico sélo se evalud la concentracion de 1 mM reportada
por Goodrich-Tanrikulu et af (1995) como inhibitoria de la sintesis de aflatoxina. El Acido
Jasmoénico se disolvid en acetona por ko que se incluyd un tratamiento con éste compuesto
como control agregado en una cantidad igual a la que se utilizd para disolver el Acido
Jasmonico. El Acido Jasmoénica inhibié significativamente la esporulacion al reducirla en
un 702 % con respecto al control. El crecimiento micelial y la sintesis de
esterigmatocistina no fueron afectadas a la concentracion evaluada. Este regulador de
crecimiento no fue evaluado a otras concentraciones porque se encontraron repartes de

trabajos realizados por otros investigadores (Goodrich-Tanrikulu et ai, 1995).

Tabla 13. Efecto del Acido Jasménica sobre Aspergilius nidulans (FGSC 26) en medio
sintético.

Acido Jasménico Peso seco de micelio Numero de esporas’  Esterigmatocistina

(mM) (mg) (x107) (ng/mg de micelio)
0 2409 a 600 a 450 a
Acetona 2450 a 387 a 779 a
1 2266 a 179 b 810 a

" Totales del cultiva.

Medias de § repeticiones por tratamiento; valores ¢on la misma lstra en sentido vertical
son estadisticamente iguales (Tukey a p=0.05).
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Acido Naftalenacético.

El Acido Naftalenacético fue sl regutador de crecimiento mas estudiado por haberse
encontrado efectos consistentemente inhibitorios sobre A. nidulans.

Primeramente se utilizaron concentraciones bajas (entre 4x107 y §.37x10% mM),
tanto de la forma pura como la de la sal de Potasio del Acido Naftalenacético, no
encontrandose para ningun caso efectos significativos sobre A. nlulans en ninguna de las
tres variables utilizadas (tablas 14 y 15).

Para la forma pura del Acido Naftalenacético se encontrd una inhibicion significativa
para el crecimiento, la esporulacion y la sintesis de esterigmatocistina cuando la
concentracion se elevo a 5.37x10" mM (tabla 16). mientras que en su forma de sal de
Potasio la inhibicion se dio solo en el crecimiento v en la esporulacion al incrementarla a
4.458x10" mM (tabla 17). En un segundo experimento para evaluar conjuntamente las
mismas concentraciones del Acido Naftalenacético (5.37x10" y 4.458x10"' mM, para la
forms pura y la de la sal de Potasio, respectivamente), la dnica inhibicion significativa se
encontrd en el nimero de esporas para la forma de sal de Potasio del Acido
Naftalenacético; el crecimiento y 'a sintesis de esterigmatocistina se vieron reducidas pero
la prueba estadistica no las alcanzd a detectar como diferentes (tabla 13).

Para constatar el efecto encontrado con el Acido Naftalenacético, se decidio utilizar
cancentraciones mas altas, empleando solamente la foma de sal de Potasio. Estas
concentraciones fueron de 5 y 50 mM, encontrandose en ambas una inhibicion
significativa sobre el crecimiento y la esporulacion, ademas, la concentracion mas alta
inhibid también la sintesis de estengmatocistina (tabla 19). A §0 mM la inhibician fue
categorica para los tres parametros evaluados (88.8, 100 y 829 % para crecimiento,
esporulacidn y sintesis de esterigmatocistina, respeclivamente), siendo de resaltar la

inhibicion total de 1a esporulacion.
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Los resultados ilustran que el Acido Naftalenacético es un compuesto prometedar

para inhibir los parametros evaluados en A. nidulans.

Tabla 14. Efecto de dos concentraciones de Acido Naftalenacético sobre Aspergilius
nidufans (FGSC 26) en medio sintetico.

Acido Naftalenacética Peso seco de micelio Numero de esporas  Esterigmatocistina

(mM) {(mg) (x107) (ng/mg de micelio)
0 2939 4 274 a 4236 a

0.00005 269.1 a 239 a 3458 a

0.0537 2872 a 28.3 a 2049 a

" Totales del cultivo.
Medias de S repeticiones por tratamiento;, valores con la misma letra en sentido vertical

son estadisticamente iguales (Tukey a p=0.0S).

Tabla 15. Efecto de dos concentraciones de la sal de Potasio del Acido Naftalenacético
sobre Aspergilius nidulans (FGSC 26) en medio sintetico.

Acido Naftalenacético Peso seco de micelio Numero de esporas’  Esterigmatocistina

(mM) (mg) (x107) (ng/mg de micelio)
0 1445 a 307 a 642 a

Q 00004 146.7 s 314 a 650 a

0.0446 1844 23 393 a 759 a

" Totales del cultivo.
Medias de S repeticiones por tratamiento; valores con la misma letra en sentido vertical

son estadisticamente iguales (Tukey a p=0.05).
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Tabla 16. Efecto de dos concentraciones de Acido Naftalenacétlico sobre Aspergillus
nidulans (FGSC 26) en medio sintético.

Acido Naftalenacético Peso seco de micelio Numero de esporas  Esterigmatodistina

{mh) (mg) (x107) (ng/mg de micelio)
0 2881 a 129 a 935.0 a

0.0537 2835 a 110 a 627.4 ab

0.5370 2457 b 29 b 553.1 b

" Totales del cultivo.
Medias de 5 repeticicnes por tratamiento; valores con la misma letra en sentido vertical
son estadisticamente iguales (Tukey a p=0.05).

Tabla 17. Efecto de dos concentraciones de Ia sal de Potasio del Acido Naftalenacético
sobre Aspergillus nidutans (FGSC 26) en medio sintético.

Acido Naftalenacético Peso seco de micelio Numero de esporas  Estengmatocistina

(mi) (mg) (x107) (ngfmg de micelio)
0 3134 a 37 a 5557 a

0.0446 2932 ab 28 ab 806.7 a

0.4458 2784 b 21 b 8271 a

" Totales del cultivo.
Medias de 5 repeticiones por tratamiento; valores con la misma letra en sentido vertical
son estadisticamente iguales (Tukey a p=0.05).

38



Tabla 18. Efecto de la foorma pura y como sal de Potasio del Acido Naftalenacetico sobre
Aspergillus nidulans (FGSC 26) en medio sintético.

Acido Naftalenacético Peso seco de micelio Numero de esporas  Esterigmatocistina

(mg) (x107) (ng/mg de micelio)
Control 2733 a 969 a 792 a
Forma pura
(0.5370 mM) 2552 a 804 ab 475 a
Salde K
(0.4458 mM) 2409 a 509 b 827 a

" Totales del cultivo.
Medias de 5 repeticiones por tratamiento; valores con la misma letra en sentido vertical

son estadisticaments iguales (Tukey a p=0.09).

Tabla 19. Efecto de dos concentraciones de la sal de Potasio del Acido Naftalenacético
sobre Aspergillus nidulans (FGSC 26) en medio sintético.

Acido Naftalenacético Peso seco de micelic Numero de esporas  Esterigmatocistina

(mM) (mg) (x107) (ng/mg de micelio)
0 219.7 a 139 a 37244 a

5 1784 b 84 b 31342 s
50 247 ¢ 0 c €384 b

" Totales del cultivo.
Medias de S repeticiones por tratamiento; valores con la misma letra en sentido vertical
son estadisticamente iguales (Tukey a p=0.05).
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V.1.2. Experimentos con Aspergillus parasiticus.
V.1.2.1. Experimentos con Aspergillus parasiticus Ap>*.

La cepa Ap>® de A. parasiticus fue escogida por su homogeneidad genética sequn
se indicG en el capitulo de Metodologia, sin embargo la capacidad de produccion de
aflatoxinas se vic afectada totalmente a pesar de su crecimiento en el medio de cultivo

favorable para sintesis de aflatoxina.

Acido Giberélico.
Ninguna de las concentraciones utilizadas de la forma pura del Acido Giberélico
presentd un efecto significativo sobre el crecimiento y la esporulacion de A. parasiticus

Ap*® (tabla 20). Por no haberse producido aflatoxina, ésta variable no pudo ser evaluada.

Tabla 20. Efecto de dos concentraciones de Acide Giberélico sobce Aspergillus parasiticus
(Ap*>®) en medio sintético.

Acido Giberélico Peso seco de micelio Numero de esporas Aflatoxina
(mM) (mg) (x107) (ng/mg de micelic)
0 2624 ab 221 a Q
0.0144 2866 a 216 a 0
0.1443 2402 b 219 a 0

" Totales del cultivo.
Medias de 5 repeticiones por tratamiento; valores con 1a misma letra en sentide vertical
son estadisticamente iguales (Tukey a p=0.05).



Acido Naftalenacético.

Para este regulador de crecimiento se utilizaron las concentraciones medias, {anto
de la forma pura como la de la sal de Potasio.

Tanto la forma pura como la de la sal de Potasic del Acido Naftalenacético a las
concentraciones de 5.370x10" y 4.458x10" mM, respectivamente, tuvieron un efecto
inhibitorio en el crecimiento y la esporulacion de A. parasiticus Ap®>® (tablas 21 y 22)
alcanzando niveles de inhibicion en la forma de sal de Potasio de hasta 42.5 y 69.1 % para
el crecimiento y la esparulacion, respectivamente (tabla 23). Por otro lado se encontrd que
las concentraciones bajas de §.37x10? (forma pura) y 4.46x10° wmiM (sal de Patasio) del
Acido Naftalenacético, en ningin caso tuvo efectos significativos sobre la misma cepa, ni
para el crecimiento m para la esporulacion (tablas 21 y 22).

La cepa perdid su capacidad de produccion de aflatoxina, imposibilitando la
evaluacién de este parametro. Por esta razdn 1a evaluacién del efecto de los reqguladores
de crecimiento se realizd en la cepa A. parasiticus ATCC 16992. Por esta razon la
evaluacion del efecto de los reguladores de crecmiento se realizo en la cepa A

parasiticus ATCC 16992.
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Tabla 21. Efecio de dos concentraciones de Acido Naftalenacético sobre Aspergifius
parasiticus (Ap*®) en medio sintético,

Acido Naftalenacético Peso seco de micelio Numero de esporas’ Afiatoxina
(mM) (mg) (x107) (ng/mg de micelio)
0 2254 a 51 a 0
0.0537 206.2 a 52 a 0
0.5370 1409 b 22 b 0

" Totales del cultivo.
Medias de 5 repeticiones por tratamiento; valores con la misma letra en sentido vertical
son estadisticamente iguales (Tukey a p=0.05).

Tabla 22. Efecto de dos concentraciones de 1a sal de Potasio del Acido Naftalenacético
sobre Aspergillus parasiticus (Ap™*) en medio sintético.

Acido Naftalenacético Peso seco de micelio Numera de esporas Afatoxina
{mM) (mg) (x107) (ng/mg de micelio)
0 2584 g 63 ab Q
0.0446 2589 a 72 a 0
0.4458 1895 b 43 b 0

" Totales del cultivo.
Medias de S repeticiones por tratamiento; valores con la misma letra en sentido vertical
son estadisticamente iguales (Tukey a p=0.05).
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Tabla 23. Efecto de dos concentraciones de la sal de Potasio-del Acido Naftalenacético
sobre Aspergillus parasiticus (Ap>°) en media sintético .

Acido Naftalenacetica Peso seco de micelio Numero de esporas

Aflataxina
(mM) (mg) (x10°) (ng/mg de micelio)
0 2285 s 139 a 0
0.0446 2027 a 112 a 0
0.4458 1313 b 43 b Q

" Los datos presentados en esta tabla son los resultados de un experimento repetido en

idénticas condiciones al experimento cuyos resultados se muestran en |a tabla 24.
Totales del cultivo,

Medas de § repeticiones por tratamiento; valores con la misma letra en sentida vertical
son estadisticamente iguales (Tukey a p=0.05).

V.1.2.2. Experimentos con Aspergilius parasiticus ATCC 16992,
La cepa A. parasiticus ATCC 16992 produce cantidades elevadas de aflatoxinas B,

Bz Gi ¥y G.. en el medio de cultivo de Hsieh y Mateles descrito en el capitulo de
Metodologia.

Acido 2.4-Diclorofenoxiacético.

La sal de Sodio del Acido 2.4-Diclorafenoxiacético fue evaluada en primer término
utlizando concentracicnes baijas. La concentracion de 2.058 x 10" mM produjo una
estimulacion en la sintesis de aflatoxinas (tabla 24). Como este efecto no fue similar al
encontrado con la cepa A. nidulans FGSC-26, se decidio incrementar las concentraciones
de este regulador de crecimiento. En la tabla 25 se ilustra como los tres parametros

evaluadgs se vieron inhibidos cuando las concentraciones de la sal de Sodio del Acido
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2.4-Diclorofenoxiacetico se elevaron a 5 y 50 mM; el crecimiento, ia esporulacién y la

sintesis de aflatoxinas se redujeron hasta en un 34.5, 67.2 y 86.8 %, respectivamente.

Tabla 24, Efecto de dos concentraciones de la sal de Sodio del Acido 2.4-
Diclorofenoxiacético sobre Aspergillus parasiticus (ATCC 16992) en medio sintético.

Acido 2.4-D Peso seco de micelio Nimero de esporas’ Aflatoxina
(mM) (mg) (x10) (ng/mg de micelio)

0 5594 ab 129 a 14689 b

0.0206 5750 a 17.7 a 2,700.3 ab

0.2058 4925 b 251 a 45162 a

" Totales del cultivo.

Medias de § repeticiones por tratamiento; valores con la misma letra en sentido vertical
son estadisticamente iguales (Tukey a p=0.03).

Tabla 25. Efecto de dos concentraciones de la sal de Sodio del Acido 24-
Diclorofenoxiacetica sobre Aspergillus parasiticus (ATCC 16992) en medio sintético.

Acido 2,4-D Peso seco de micelio Numero de esporas Aflatoxina
(mM) (mg) (x10") (ng/mg de micelia)

0 3344 a 19.2 a 22449 a

S 2256 b 63 b 8089 b

50 2188 b 134 a 2951 b

' Totales del cultivo.

Medias de 5 repeticiones por tratamiento; valores con la misma letra en semtido vertical
son estadisticamente iguales (Tukey a p=0.05).
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Acido Giberélico.

La forma pura del Acido Giberélico evaluada a concentraciones bajas (1.443x10™
mM) mostrd un efecto estimulatoric en a sintesis de aflatoxinas, al incrementar su
produccidn en un 854 %, ¢l crecimiento y la esporulacion no se vieron significativamente

modificadas con respecto al control. Ninguno de los tres parametros se vieron afectados a |

la concentracion de 1.44x107 (tabla 28).

Tabla 26. Efecto de dos concentraciones del Acido Giberélico sobre Asperygilius
parasiticus (ATCC 18992) en medio sintético.

Acido Giberélico Peso seco de micelio NGmero de esporas Aflatoxing
(mM) (mg) (x10") {ng/mg de micelio)

0 567.7 a 119 a 7913 b

0.0144 4925 a 99 a 1,026.7 ab

0.1443 5059 a 17.8 a 1,467.4 a

" Totales del cultivo.

Medias de 5 repeticiones por tratamiento; valores con la misma letra en sentido vertical
son estadisticamente iguales (Tukey a p=0.05).

Acido Indolbutirico.

La sal de Potasio del Acido Indolbutirico se evalué a dosis allas de 5 y 50 mM,
encontrandose un efecto altamente inhibitorio en el crecimiento v la sintesis de aflatoxinas,
ambos procesos s¢ vieron reducidos en un 78.6 y 92.3 %, respectivamente. Es interesante
notar que el efecto sobre la esporulacion fue estimulatorio; la concentracidn de 50 mM

aumenta el nimera de esporas hasta un 264.6 % (tabla 27).
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Tabla 27. Efecto de daos concentraciones de la sal de Potasio del Acido Indotbutirico sobre
Aspergillus parasiticus (ATCC 16992) en medio sintético.

Acido Indolbutinco  Peso seco de micelio  Numero de esporas’ Aflatoxwna
(mM) (mg) (x107) (ng/mg de micelio)
0 4471 a 79 b 6561 a
5 3916 a 222 ab 417.2 a
50 958 b 288 a 427 b

‘ Totales del cultivo.

Medias de 5 repsticiones por tratamiento; valores con la misma letra en sentido vertical
son estadisticamente iguales (Tukey a p=0.05).

Acido Naftalenacético.

La forma pura del Acido Naftalenacético fue evaluada a las concentraciones de
5.37x107 y 5.37x10" mM. Dos experimentos idénticos fueron conducidos, con la
diferencia de que uno se dejd incubar cinco dias mientras que el otro se dejd seis. El
crecimiento se vio inhibido en un 31.2 % y la esporulacidn incrementada en un 204 %,
cuando la concentracion fue de 5.37x10" mM y el hongo se dejo incubando por seis dias.
(tabla 28). A la concentracion menar (5.37x10° mM), o cuando el hongo se incubd por
cinco dias, ambos parametros no se vieron modificados respecto al control (tabla 29). La
sintesis de aflatoxinas se vio estimulada a la concentracion de 5.37x102 mM cuando el
hongo se incubd cinco dias, pera este efecto no se repitio ni a la dosis mayores ni cuando
se incubo por seis dias.

La sal de Potasio de! Acida Maftalenacético fue evaluada a concentraciones bajas,

medias y altas. A partir de la concentracion de 4.458x10" mM se encontré un efecto
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consistentemente inhibitoria en el crecimiento micelial (tabla 30). En cambio se requirid de
una concentracion mayor para lograr un efecto en la esporulacion, y fue hasta 50 mM en
que se observd una estimulacidn al incrementarse de manera consistente el numero de
esporas (tablas 32 y 33); el incrementa de la esporulacion llego a ser de hasta 196.8 %
con respecto al control. Para la sintesis de aflatoxinas, un efecto inhibitorio se comenzé a

natar desde la concentracion de 5 mM (tabla 32) pero dicho efecto solo fue consistente a

la concentracion 50 mM.

Tabla 28. Efecto de dos concentraciones del Acido Naftalenacético sobre Aspergillus
parasiticus (ATCC 16992) en medio sintético (6 dias de incubacian).

Acido Naftalenacético  Peso seco de micelio Numero de esparas’ Aflatoxina

(mM) (mg) (x107) (ng/mg de micelio)
0 6145 a 126 b 7283 a

0.0537 6102 a 151 b 1,063.2 a

0.5370 4230 b 383 a 9260 a

" Totales del cultivo.

Medias de 5 repeticiones por tratamiento; valores con la misma letra en sentido vertical
son estadisticamente iguales (Tukey a p=0.05).
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Tabla 29. Efecto de dos concentraciones del Acido Naftalenacético sobre Aspergillus
parasiticus (ATCC 16992) en medio sintético (5 dias de incubacidn).

Acido Naftalenacético Peso seco de micelio Numero de esporas' Afiataxina
(mM) (mg) (x10%) (ng/mg de micelia)

a 266.7 ab 81 a 17432 b

0.0537 1806 b 124 a 34954 a

0.5370 323.2 a 86 a 1,1926 b

" Totales del cuttiva.
Medias de S repeliciones por tratamiento; valores con la misma letra en sentido vertical
son estadisticamente iguales (Tukey a p=0.05).

Tabla 30. Efecto de dos concentraciones de la sal de Potasio del Acido Naftalenacetico
sobre Aspergillus parasiticus (ATCC 16982) en medio sintético.

Acido Naftalenacético  Peso seco de micelio Numero de esporas’ Aflatoxina
(mM) {mqg) (x10%) (ng/mg de micelio)

0 567.8 a 229 a 1,5153 a

0.0446 5527 a 305 a 1,5021 a

0.4458 4654 b 335 a 12456 a

" Totales del cuitiva.
Medias de § repeticianes por tratamiento; valores con la misma letra en sentido vertical
son estadisticamente iguales (Tukey a p=0.09).
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Tabla 34. Efecto de dos concentraciones de la sal de Potasio del Acido Naftalenacético
sobre Aspergillus parasiticus (ATCC 16992) en medio sintético.

Acido Naftalenacético Peso seco de micelio Numero de esporasf Aflatoxina
(mM) (mg) (x107) (ng/mg de micelio)
0 4329 a 144 a 1,1986 a
0.5 3562 b 13.7 a 1,1004 a
5 2632 ¢ 134 a 7919 a
" Totales del cultivo.

Medias de S repeticiones por tratamiento; valores con la nisma letra en sentido vertical
son estadisticamente iguales (Tukey a p=0.05).

Tabla 32, Efecto de dos concentraciones de la sal de Potasio del Acido Naftalenacético
sobre Aspergilfus parasiticus (ATCC 16992) en medio sintetico.

Acido Naftalenacético  Pesa seco de micelio  Numero de esporas Aflatoxina
{(mM) (mg) (x10°) (ng/mg de micelio)
0 5485 a 13.0 b 16573 a
5 27111 b 19.8 ab 5411 b
S0 1414 ¢ J49 a 9476 b

" Totales del cultivo.
Medias de § repeticiones por tratamiento; vaiores con la misma letra en sentido vertical
son estadisticamente iguales (Tukey a p=0.05).
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Tabla 33. Efecto de dos concentraciones de la sal de Potasio del Acido Nafialenacético
sabre Aspergillus parasiticus (ATCC 16992) en medio sintético .

Acido Naftalenacético Peso seco de micelio Numero de esporas Aflatoxina
(mM) (mg) {(x10%) (ng/mg de micelia)

0 5122 a 126 b 14871 s

5 2313 b 104 b 10138 a

50 1451 ¢ 374 s 1716 b

" Los datos presentados en esta tabla son los resultados de un experimento repetido en

pénticas condiciones al expenmento cuyos resultados se muestran en la tabla 35.
Totales del cultivo.

Medias de 5 repeticiones por tratamiento; valores con la misma letra en sentido vertical
son estadisticamente iguales (Tukey a p=0.085),

V.2. Efecto in vitro del Acido Naftalenacético en granos de maiz inoculados con
Aspergillus parasiticus.

El efecto de la sal de Potasio del Acido Naftalenacético encontrada sobre A.
parasiticus en medigs sintéticos, se evalud utilizando granos de maiz. De esta manera,
granos esterlizados del hibrndo de maiz A-791 fueron inoculados con la cepa A
parasiticus ATCC 16992 tratados previamente con una solucion 50 mM de dicho regulador
de crecimiento. Dos experimentos repetidas en idénticas condiciones fueran desarroliados
y sus resultados son mosirados en las tablas 34 y 35. En ambos casos se inhibid
significativamente la esporulacion y la sintesis de aflatoxinas cuando estuvo presente el
regulador de crecimiento, alcanzando niveles maximos de inhibicion de 759 y 79.6 %,

respectivamente. En el control positivo (grancs de maiz inoculados con A. parasiticus y sin
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el regulador de crecimiento), puede notarse la alta capacidad de produccion de aflatoxinas
de la cepa utilizada, la cual produjo niveles de contaminacion del grano de hasta 49,225
ugfKg de maiz en las condiciones dadas de mncubacion y con el nivel de indculo utizado
(tabla 35).

En ambas tablas se puede observar que en el maiz sin noculo de A. parasiticus no
se encontrargn esporas, lo que corrobora la ausencia de crecimiento de dicho hongo en
estos matraces; se encontraron niveles basales de aflatoxina los cuales probablemente
vanian en el maiz onginal y no fueron destruidas al someterdos a esterilizacion en la

autoclave. De cualquier manera, estos niveles distan con mucho a los encontrados en los

tratamientos que si recibieron el indculo de A. parasiticus.

Tabla 34. Efecto de la sal de Potasio del Acido Naftalenacético (ANA) sobre la

esporulacion y sintesis de aftatoxinas de la cepa Aspergilius parastticus ATCC 16992
inocutada en granos de maiz.

Tratamiento Nimero de Produccion de aflatoxinas
esporas/50 g
ANA A. parasiticus de ma;iz ng/S0 g de ug/Kg de
(mM)  (esporasx10’) (x10") maiz maiz
50 1 1.2 a 870 a 17400 a
0 1 465 b 1930 b 38,600 b
0 0 0 ¢ 147 ¢ 29 ¢

Granos de maiz originalmente esterlizados.

Medias de S repeticiones por tratamiento; valores con la misma letra en sentido vertical
son estadisticamente iguales (Tukey a p=0.05)
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Tabla 35. Efecto de la sal de Potasio del Acido Naflalenacético (ANA) sotre la
esporulacidn y sintesis de aflatoxinas de la cepa Aspergillus parasiticus ATCC 16992
inoculada en granos de maiz .

Tratamiento Numero de Produccién de afiatoxinas
esporas/50 g
ANA A parasiticus de maiz ngfs0 g ug/Kg
(mM) (esporasx10’) (x107) de maiz de maiz
80 1 22 a 502 a 10,080 a
0 1 68 b 2461 b 49225 b
0 0 0 ¢ 303 ¢ 61 ¢

) Los datos presentados en esta tabla son los resuitados de un expenmento repetido en

idénticas condiciones al experimento cuyos resultados se muestran en la tabla 34.
Granos de maiz onginalmente esterilizados.

Medias de S repeticiones por tratamiento; valores con la misma letra en sentido vertical
son estadisticamente iguales (Tukey a p=0.05).

V.3. Efecto de la sal de Potasio del Acido Naftalenacético sobre la expresion del gen
fibA de Aspergilius parasiticus.

Para determinar si la expresion del gen flbA se veia modificada en presencia del
Acido Naftalenacético, se utilizd 1a técnica de RT-PCR donde se compararon los niveles
de los transcritos de dicho gen en la cepa A. parasiticus ATCC 16992, desarrollada en un
medio de cultivo sintético con presencia y ausencia de dicho regulador de crecimiento.

Para poder realizar el estudio de la expresion del gen flbA, primeramente se
construyd un fragmento del mismo de 810 pb por medio de amplificacion por PCR; cuando

se secuencio dicho fragmento se encontrd una alta homologia con la secuencia
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correspondiente del gen. De esta forma se procedio al estudw. En la figura 1 se puede
observar que el nivel de transcritos del gen fibA despues de 48 horas de incubacidn se via
reducido cuando el hongo se cultivd en presencia de ia sal de Potasio del Acido
Naftalenacético 50 mM, indicando un efecto inhibitorio de este regulador de crecimiento

sabre los niveles de transcripcidn de dicho gen.

V4. Efecto de los extractos y tejidos de maiz sobre Aspergillus nidulans y A

parasiticus en medios sintéticos.
V.4.1. Experimentos con Aspergillus nidulans FGSC-26.

Sobre esla cepa fueron evaluados los efectos tanto de tejidos come de extractos de

estigmas, elote y bracteas florales del maiz.

Tejidos de maiz.

Los resultados del experimento conducido utilizando diferentes tejidos de maiz se
muestran en |a tabla 36. Con todos los tejidos utilizados se encontrd un incremento
significativo en el peso seco de micelio del orden de 132.3, 142.5 y 202.6 % para los
tejidos de estigmas, bracleas florales y elote, respectivamente. Los procesos de
esporulacion y de [lignific de estengmatocistina se vieron estimulados Oignificativamente

solo con el tejido de estigmas, lograndose incrementos de un 221.7 y 267.8 %,

respectivamente.
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Tabla 36. Efecto de diferentes tejidos de maiz sobre Aspergilius nidulans (FGSC 26) en
medio sintético.

Tipo de tejido Peso seco de micelic NUmero de esporas  Esterigmatocistina
de maiz {mg) (x107) (ng/mg de micelio)
Contral 1756 ¢ 83 b 1427 b

Estigmas 4080 b 26.7 a 5249 a
Elote 6313 a 81 b 1664 b
Bracteas 4259 b 164 ab 2919 ab

" Totales del cultivo.

Medias de 5 repeticiones por tratamiento; valores con la misma leétra on sentido vertical
son estadisticamente iguales (Tukey a p=0.05).

Extractos etandlicos.

Los resultados de evaluar los extractos etandlicos de estigmas, elote y bracteas
florales del maiz son presentados en las tablas 37, 38 y 39, respectivamente. En todos los
casos se incluyd un control donde se utilizd una cantidad de etanol igual a ja utilizada en el
tratamiento con el extracto. En este sentido, se observd que el etanol tuvo un efecto
significativo sobre el crecimiento, la esporulacidn y la sintesis de esterigmatocistina
cuando fue utilizado en una concentracidn al 4 % (tabla 37). sin embargo cuando dicha
concentracion se redujo al 2 % el efecto fue nulo en el crecimiento micslial, pero se
mantuvo para los otros dos parametros (tabla 38). Cuando la concentracion del etancl se

redujo hasta un 0.2 %, ningdn efecto fue encontrado en ninguno de los parametros

evaluados (tabla 39).
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Respecto al efecto de los extractas etandlicos, en 1a tabla 37 se puede observar el
caso del extracto etandlico de estigmas agregado al medio de cultivo a una concentracion
del 4 %. El crecimiento, 1a esporulacion y la sintesis de esterigmatocistina mastraran una
diferencia significativa con respecto al control, pero coma su camportamienta fue igual al
del tratamiento solo con etanol, no se pudo dilucidar entre el efecto del extracto por si
misma y el etanol en que iba disuelto. Un resultado similar se encontrdé con ¢l extracto
etandlico de elote agregado al medio de cultive a una concentracion del 2 %, pues aunque
se observe una inhibicion en la esporutacidn y la simtesis de esterigmatocistina, este
comportamiento resultd igual al del tratamiento solo con etanol (tabla 38). E! extracto

etandlico de bracteas florales del maiz fue evaluado a una concentracion demasiado baja

y su efecto no fue registrado (tabla 39).

Tabla 37. Efecto del extracto etanglico de estigmas de maiz sobre Aspergillus nidulans
(FGSC 26) en media sintético.

Tratamiento Peso seca de micelio  Numero de esparas  Esterigmatocistina
(mg) (x107) (ng/mg de micelio)
Control 2979 a 1283 a 1346 2
Etanol (4 %) 1159 b 026 b 202 ab
Extracto de
estigmas (4 %) 1066 b 011 b 172 b

" Totales del cultivo.

Medias de § repeticiones por tratamiento; valores ¢on la misma letra en sentido vertical
son estadisticamente iguales (Tukey a p=0.05).
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Tabla 38. Efecto del extracto etandlico de elote de maiz sobre Aspergiffus nidulans (FGSC
26) en medio sintético.

Tratamiento Peso seco de micelio NUmero de esporas  Esterigmatocistina
(mg) (x10") (ng/mg de micelio)
Caontrol 313.0 a 1113 a 572 a
Etanol (2 %) 2951 a 20 b 26 b
Extracto de
elote (2 %) 2283 a 19 b 63 b

* Totales del cultivo.
Medias de § repeliciones por tratamiento; valores con la misma letra en sentido vertical
son estadisticamente iguales (Tukey a p=0.0S).

Tabla 39. Efecto del extracto etandlico de bracteas de maiz sobre Aspergiflus nidulans
(FGSC 26) en medio sintético.

Tratamiento Peso seco de micelic Numero de esporas‘ Esterigmatocistina
{mg) (x10") (ng/img de micelio)
Control 2824 a 65.8 a 164.2 a
Etanal (0.2 %) 2927 a 325 a 2059 a
Extracto de
bracteas (0.2 %) 3049 a 506 a 2317 a

" Totales del cultiva.
Medias de S repeticiones por tratamiento; valores con la misma letra en sentido vertical
son estadisticamente iguales (Tukey a p=0.05).
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Extractos etandlicos evaporados y resuspendidos en agua,

Para eliminar el efecto del etanol, este compuesto fue evaporado en su totalidad y
los residuos conteniendo los extractos de estigmas, elote o bracteas florales del maiz
fueron resuspendidos en agua. En todos los casos se uso una concentracion al 4 %.

En un primer experimento el extracto de estigmas incrementa significativamente la
sintesis de esterigmatocistina en un 401.3 %, pera no tuvo efectos sobre el crecimiento y
la esporulacion (tabla 40). Al evaluarse este misma extracto en un sequndo experimento,
de nueva cuenta la sintesis de esterigmatocistina se vio incrementada en un 454.8 %, pero
ademas también el crecimiento se estimuld en un 30.0 %; la esporulacidon tuvo un
incremento pero no fue muy significativo (tabla 41).

El extracto de elote también fue evaluado dos veces, resultando con un incremento
en el crecimiento, la esparulacion y la sintesis de esterigmatocisting (tablas 41 y 42). Los
incrementos maximas fogrados fueron del orden de 589, 659 y 1901 %,
respectivamente.

El extracto de bracteas florales solo fue evaluado una vez encontrandose un efecto
estimulatorio en los tres parametros evaluados. El crecimiento, la esporulacion y la sintesis

de estengmalocistna se wvieron incrementados en un 1121, 1946 y 897 %,

respeactivamente (tabla 42).
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Tabla 40. Efeclo del extracto etandlico de estigmas de maiz, evapaorado y resuspendido en
agua sobre Asperyillus nidulans (FGSC 26) en medio sintetico.

Tratamiento Peso seco de micelio Numero de esporas  Esterigmatocistina
(mg) (x107) (ng/mg de micelio)
Cantrol 3076 a 14718 a 706 b
Etanol (4 %) 828 b 008 b S05 b
Extracto de
gstigmas (4 %) N7 a 7726 a 3539 a

" Totales del cultivo.

Medias de 5 repeticiones por tratamiento; valores con 1a misma letra en sentido vertical
saon estadisticamente iguales {Tukey a p=0.05).

Tabla 41. Efecto de los extractos etandlicos de estigmas y elote de maiz, evaporados y
resuspendidos en agua sobre Aspemngillus nidulans (FGSC 26) en medio sintético.

Tratamiento Peso seco de micelio Numero de esporas  Esterigmatocistina
(mg) (x10%) {ng/mg de micelio)
Control 2758 b 91 b 1368 ¢
Extracto de
estigmas (4 %) 3336 a 453 ab 759.0 a
Extracto de
elote (4 %) 3574 a 645 a 3968 b

" Totales del cuttivo.

Medias de 5 repeticiones por tratamiento; valores con la misma letra en sentido vertical
son estadisticamente iguales (Tukey a p=0.05).
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Tabla 42. Efecto de los extractos etandlicos de elote y bracteas de maiz, evapaorados y
resuspendidos en agua sobre Aspergiflus nidulans (FGSC 26) en medio sintético.

Tratamiento Peso seco de micelio WNumero de esporas  Esterigmatocistina
(mg) (x109 {(ng/mg de micelia)
Control 1731 ¢ 279 b 1749 b
Extracto de
elote (4 %) 2751 b 46.3 ab 3028 a
Extracto de
bracteas (4 %) 3672 a 822 a 3318 a

" Totales del cultivo.

Medias da 5 repeticiones por tratamiento; valorss con la misma letra en sentido vertical
son estadisticamente iguales (Tukey a p=0.05).

Extractos etandlicos evaporados y resuspendidos nuevamente en etanol.

Al momento de preparar 10s extractos de maiz como se detalld en el capitulo de
Metodologia, un residuo de &stos neo fue soluble en agua, por 1o que se resuspendié en el
mismo etanol para evaluar si contenia compuestos del maiz que pudieran tener algun
efecto sobre Aspergiius. En este caso tambien fue dejado un tratamiento con etanol,
observandose nuevamente un efecto inhibitorio de este compuesto sobre el crecimiento y
la esporulacion de A. midulans; 1a sintesis de esterigmatocistina también se vigo reducida
aunque la prueba estadistica no la detecté coma diferente (tabla 43).

Respecto al efecto del exiracto resuspendido en etanol, solo se trabajo el de
estigmas y sus resuitados se observan en la misma tabla. Un efecto inhibitorio de los tres

parametros fue observado cuando dicho extracto se agregd al medio de cultivo a una
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concentracion de 4 %; La inhibicion fue de 72.9, 99.7 y 100 % para el crecimiento, la
esporulackin y a sintesis de esterigmatocistina, respectivamente. Aungue es de resaltar la
casi inhibicion total en la esporulacion y total en la sintesis de esterigmatocistina, debe

considerarse que este resultado es la suma de los efectos del extracto de estigmas y el

etanol en que iba disuelto.

Tabla 43. Efecto del extracto etandlico de estigmas de maiz, evaporado y resuspendido
nuevamente en etanol sgbre Aspergillus nidulans (FGSC 26) en medio sintético.

Tratamiento Peso seco de micelio NUmero de esporas  Esterigmatocistina
(mg) (x10%) {(ng/mg de micelio)
Control 2259 a 6395 a 328 a
Etanol (4 %) 818 b 012 b 152 a
Extracto de
estigmas (4 %) 612 ¢ 0.18 b 0 b

" Totales del cultivo,

Medias de S repeticiones por tratamiento; valores con la misma letra en sentido vertical
son estadisticamente iguales (Tukey a p=0.05).

V.4.2. Experimentos con Aspergillus parasiticus Ap>®.

Los efectos de los extractos de maiz encontrados en A. nidulans, quisieron también

evaluarse con una especie productora de aflatoxina. La cepa A. parasiticus Ap®® fue
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escogida en un principio pero por 1a inhibicion que presentd al cultivarse en el medio de

cultivo eleqido, solo se alcanzaron a realizar dos experimentos.

Extractos etandlicos.

En un primer experimento se evalud el efecto del extracto etandlico de estigmas de
maiz utilizando una concentracion del 2 % (tabla 44); se puede observar que en el
crecimiento micelial no hubo un efecto significativo al utilizarse dicho extracto, pero sien la
variable nimero de esporas, donde ocumd una inhibicion del 69.9 % con respecto al
control. Al Igual que en los expenmentos realizados con A. nidulans, el etanol tuvo efectos
inhibitarics sabre la cepa A. parasiticus Ap**® con la concentracién del 2 %, incluso en el

crecimiento en donde a esta concentracion no se habia tenido efecto en A. nidulans.

Tabla 44. Efecto del extracto etandlico de estigmas de maiz sobre Aspergillus parasiticus
Ap*® en medio sintético.

Tratamiento Peso seco de micelio  Nimero de esporas’ Afiatoxina
(mg) (x107) (ng/mg de micelio)
Control 2003 a 1095 a 0
Etanal (2 %) 1118 b 031 ¢ Q
Extracto ds
estigmas (2 %) 1766 a 330 b 0

* Totales del cultivo.

Medias de S repeticiones por tratamiento; valares ¢on la misma letra en sentido vertical
son estadisticamente iguales (Tukey a p=0.08).
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Extractos etandlicos evaporados y resuspendidos en agua.

Los extractos etandlicos de elote y bracteas florales del maiz evaporados y
resuspendidos en agua fueron evaluadas sobre A. parasificus Ap"s y sus resultados son
mostrados en la tabla 45. En este caso solo se encontrd un efecto estimulatorio con el
extracto de elote sobre la variable de crecimiento micelial, lograndose un aumento con
respecto al control de 14.4 %. El extracto de bracteas florales no manifestd ningun efecto
en el crecimiento de hongo, al igual que la produccion de esporas en ninguno de los
casos. £Es de hacer notar que el bajo estimulo logrado en el crecimiento micelial con el
extracto de elote y el no haber obtenido respuesta en los demas parametros evaluados, se
debié a que este experimento se incubd a 28° C, cuando la temperatura ideal para el

crecimiento y desarrollo de la cepa A. parasiticus Ap>® es de 38° C. Por esta razén ia

esporulacidn fue casi nula, aun en el control.

Tabla 45. Efecto de Ws extractos etandlicos de elote X bracteas de maiz, evaporados y
resuspendidos en agua sobre Aspergillus parasiticus Ap 9 en medio sintético.

Tratamiento Peso seco de micelio  Nimero de esporas’ Aflatoxina
(mg) (x10") {(ng/mg de micslio)
Control 2951 b 063 a 0
Extracto de
elote (4 %) 3376 a 075 a 0
Extracto de
bracteas (4 %) 2805 b 083 a 0

" Totales dei cultivo.

Medias de S repeliciones por tratamiento; valores con la misma letra en sentido vertical
son estadisticamentes iguales (Tukey a p=0.05).
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V.4.3. Experimentos con Aspergillus parasiticus ATCC 16992.
Los expermentos utiizando la cepa A. parasiticus ATCC 16992 fueron realizados
sol0 con €l extracto de estigmas de maiz. No se evalud en este caso el extracto etandlico,

sino solo los que resultaron de evaporar a éste y resuspenderio en agua ¢ en el mismo

etanol.

Extractos etandlicas evaporados y resuspendidos en agua.

En el caso del extracto etandlico de estigmas evaporado y resuspendido en agua,
se evaluaron concentraciones de 4, 8 y 16 %. Un efecto estimulatonio sobre el crecimiento
micelial fue encontrado a partir de la concentracion de 8 % (tabla 46), conservandose
dicho efecto cuando la cancentracion del extracto se elevd hasta 16 %, siendo en esta
Utima concentracion donde se obtuvo el maximo efecto al incrementarse el crecimiento
micelial del hongo en un 40.1 % con respecto al control (tabla 47). La esporulacién
también se vio estimulada cuando se utilizaron las concentraciones del extracto de 8 y 16
% (tabla 47); ta cantidad de esporas se incrementd en un $74.7 % cuando se utilizd la
maxima concentracion del extracto acugso de estigmas.

Contrano al efecto estimulatoric encontrada en la sintesis de esterigmatocistina en
A. nidulans al utilizar este mismo extracto, en A. parasiticus ATCC 16992 el efecto fue de
unga marcada inhibicion de la sintesis de aflatoxinas al utilizar cualquiera de las
concentraciones evaluadas de este extracto (tablas 46 y 47). El rango de inhibicion de este

proceso metabdlico estuvo entre 829 y 87.3 % en las diferentes concentraciones del

extracto utilizadas.



Tabla 46. Efecto del extracto etandlico de estigmas de maiz, evaporado y resuspendido en
agua sobre Aspergiflus parasiticus (ATCG 16992) en media sintético.

Tratamiento Peso seco de micelio  NUmero de esporas Afiatoxina
(mQ) (x10°) (ng/mg de micelio)
Cantrol 5794 b 131 a 1,3299 a
Extracto de
estigmas (4 %) 6447 ab 15.0 a 1743 b
Extracto de
estigmas (8 %) 690.2 a 16.7 a 1683 b

" Totales del cultiva.
Medias de 5 repeticiones por tratamiento; valores con la misma letra en sentido vertical
son estadisticamente iguales (Tukey a p=0.05).

Tahla 47. Efecto del extracto etanclico de estigmas de maiz, evaporada y resuspendido en
agua sobre Aspergillus parasiticus (ATCC 16992) en madio sintético.

Tratamierto Pesa seco de micelio  Numero de esporas Aflatoxina
{mg) (x107) (ngimg de micelig)
Control 4606 b 99 b 1,2059 a
Extracto de
estigmas (8 %) 621.5 a 415 a 1673 b
Extracto de
estigmas (16 %) 6454 a 668 a 2062 b

" Totales del cultiva.
Medias de 5 repeticiones por tratamiento; valores con la misma letra en sentido vertical
son estadisticamente iguales (Tukey a p=0.05).
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Extractos etandlicos evaporados y resuspendidos nuevamente en etanol,

Al igual que con las cepas anteriores, el etanol tuvo un efecto significativamente
inmbitoro  sotwe el crecimiento y la esporulacion de A. parasiticus ATCC 16992. En
cambio, la sintesis de aflatoxinas no se vio notablemente modificada con respecto al
control (tabla 48).

E! efecto del etanol sobre e hongo no permitid separar adecuadamente el del
extracto etandlico de estigmas evaporado y resuspendido nuevamente en e€se mismo
compuesto, resultando este tratamiento similar al que incluyd solamente el etanol (labla
48).

Finalmente se utilizd el extracto etandlico de estigmas de maiz, evaporsdo y
resuspendido nuevamente en e mismo etanol, pero en este caso, en uno de los
tratamientos se aplicd directamente dicho extracto a una dosis deé 2 ml por matraz
conteniendo S0 mi de medio de cuttiva {de igual forma como se hizo en el expenimento
cuyos resultados se muestran an la tabla 48), mientras que en el otro tratamiento se volvid
a evaporar la mitad del etanol, de manera de obtener la migma cantidad de extracto pera
disuelio en solo 1 ml de etanol, y agregandolo a cada matraz conteniendo 50 ml de medio
de cultiva. De esta forma se quiso dilucidar el efecto combinado del extracto y el etanol.
Los resultados son mostrados en ia tabla 49 donde se puede observar que solo donde se
utilizaron 105 2 ml de etancl se obtuve una reduccion en el crecimiento del hongo. Este
resultado indica que el efecto en la reduccion del crecimiento se debié al etandl y no al
extracto, ya que cuando se uso solo 1 ml de etanal (pero la misma cantidad de extracto)
no hubo diferencia en comparacion al control. La @sporulacion se vio reducida, siendo

mayor el efecto cuanto mayor fue 1a cantidad de etancl utiizada. Nuevamente la sintesis

de afiatoxinas no se vio significativamente modificada.
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Tabla 48, Efecto del extracto etandlico de estigmas de maiz, evaporado y resuspendido
nuevamente en etanol sobre Aspergillus parasiticus (ATCC 16992) en medio sintetico.

Tratamiento Peso seco de micelio Numero de esporas Aflatoxina
(mg) (x107) (ng/mg de micelio)
Control 5901 a 962 a 9113 a
Etanaol (4 %) 2407 b 001 b 7074 a
Extracto de
estigmas (4 %) 2840 b 002 b 9395 a

" Totales del cultivo.

Medias de S repeticiones por tratamiemlo; valores con la misma letra en sentido verticat
son estadisticamente iguales (Tukey a p=0.05).

Tabla 49. Efecto del extracto etandlico de estigmas de maiz, evaporado y resuspendido
nuevamente en etanol sobre Asgergillus parasiticus (ATCC 16992) en medio sintético.

Tratamiento Peso seco de micelio Namero 515 Aflatoxina
(mg) esporas (ng/mg de miceliQ)
(x107)

Contral 5641 a 97 a 8610 a
Extractode

estigmas (4 %) 2591 b 0 ¢ 608.0 a
Extractode

estigmas (4 %) 5588 a 21 b 928.2 a

Suspendido en 2 y en 1 mi~ de etanol/S0 ml de medio de cultivo.
Totales del cuttivo.

Medias de S repeticiones por tratamiento; valares con la misma letra en sentido vertical
son estadisticamente iguales (Tukey a p=0.05).
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Vi. DISCUSION

Vi.1. Efecta de los reguladores del crecimiento sobre Aspergillus nidulans y A.
parasiticus en medios sintéticos.

Los reguladores de crecimiento vegetal son compuestos distribuidos en todas las
partes de la planta; en semillas de maiz en desarmollo, en reposo 0 en germinacion se ha
reportado la presencia de Acido Indolacético, Acido Abscisico, Giberelinas y Citocninas
(Davies, 1995; Fong st al, 1983; Wright et al, 1991). Con el propdsito de elucidar si los
reguladores de crecimiento de las plantas tenian algin efectc sobre algunos hongos que
interactiian con ellas, en este estudio se analizaron diez reguladores de crecimiento y se
evalud su efecto sobre el crecimiento, la esporulacion y 1a produccidn de micotaxinas de A.
nidulans y A. parasiticus. Un efecto consistente del Acido Naftalenaceético se encontrd a
partir de las concentraciones de 5.37x10" y 4.458x10" mM., para la forma pura y la de sal
de Potasio, respectivamente. Este efecta se observd en ambas cepas de los hangos
utlizados, de tal manera que este regulador de crecimiento se identificd como el
compuesto mas prometedor de entre los que fueron evaluados. Mas adelante en esta
misma seccion se detallan los resuitados con dicho regulador.

Un efecto interesante de ser considerado en posteriores estudios se observd
cuando se utilizaron concerntraciones altas de la sal de Potasio del Acido Indolbutirico v a
sal de Sodio del Acido 2,4-Diclorafenoxiacético en A. parasiticus. En contraste, |a sal de
Sodio del Acido indolacético y la de Potasio del Acido Indolbutirico en A. nidulans no
alectaron ningunc de los parametros evaluados, debido posiblemente a las
concentraciones tan bajas utilizadas (10* mM). E! resto de compuestos y concentraciones

evaluadas tuvieron efectos parciales y ambiguos ya que inhibian o estimulaban sole a
algunos de los parametros evaluados
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Cabe hacer notar que cuando se observd efecto, este en general fue de inhibicion
hacia los tras procesos metabolicos evaluados. Sin embargo la forma pura del Acido
Giberelico estimuld la sintesis de micotoxinas tanto en A. nidufans como en A. parasiticus,
a concentraciones bgjas.

Otro efecto estimulatorio fue el abservado en A. parasiticus ATCC 16992 sobre
esporulacidon cuando se utilizaron concentraciones altas (50 mM) con ambas formas del
Acido Naflalenacético.

La molaridad minima de! Acido Maftalenacético que produjo un efecto inhibitorio
significativo sobre ambas especies de Aspergillus, fue de 5.37x10" para la forrna pura y
4.458x10™" mM para la de |a sal de Potasio.

En A. nidulans las molaridades antes mencionadas inhibieron el crecimienta y la
esporulacion al utlizar ambas formas del Acido Naftalenacético. La sintesis de
esterigmatocistina solo disminuyd su produccidn con la forma pura del compuesto. Al
utifizar la sal de Potasio del Acido Naftalenacético a concentraciones mas altas (5 y 50
mM) se encontré que la dosis mas alta causd una inhibicion considerable sobre los tres
parametras evaluados. La disminucidn encontrada en el proceso de la esporulacion
asexual asi como la reduccion en la produccion de esterigmatocistina es un fenameno ya
demostrado en A. nidufans por Hicks et al (1997) quienes encontraron que ambos
procesos requirieron la inactivacion del gen fadA. Guzman-de-Pefia y Ruiz-Hervera (1997),
también describieron una comrelacidon estrecha entre la esporulacién y la sintesis de
aflatoxina en A. parasiticus. Estos autores abservaron que en condicicnes de cultivo donde
el hongo no esporuld no produjo micotoxing, de igual manera una mutante de esa misma
especie, con sectores no esporulados eran incapaces de producir aflatoxina, en

contraposicion  los sectores que presentaron esporulacion normal produjeron mas

aflatoxina que la cepa silvestre.
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Este mismo efecto se observd cuando Cohen et al (1993) utilizaron al Acido
Jasmonico y su ester metilado el cual actia como serial quimica durante la germinacién en
la esporulacion asexual de Phytophthora infestans. En €l unico expenmento realizado en
este estudio con Acido Jasmonico 1 mM, los resultados concuerdan con lo observado con
Goodrich-Tanrikulu et al (19989).

Un comportamiento semejante al de A. nidulans, tanto en crecimiento coma en
esporulacion presentd A. parasiticus Ap>® cuando ambos procesos fueron inhibidos por la
forma pura y la de la sal de Potasio del Acido Naftalenacético a partic de las
concentraciones de 5.37x10" y 4.458x10"' mM, respectivamente. Esta cepa no se evaluo
en su sintesis de aflatoxinas debido a que dejd de producirias en el medio de cultivo
ulilizado. E! no haber encontrado aflatoxinas se atribuye al pH utilizado en el medio de
cultivo donde se incubd este hongo. En expenmentos realizados en el Laboratorio de

Micotoxinas del CINVESTAV, Unidad lrapuato (datos no presentados) se encontré que al

utilizar un pH de 6.5 en la cepa A. parasiticus Ap>>, la esporulacion y sintesis de

aflatoxina se redujeron considerablemente en comparacion de cuando se utilizé un pH de
45 Oftros autores han encontrado que la produccion de aflatoxinas se reduce
drasbcamente cuando el pH es de 6.0 o0 mayor (Keller et al, 1997). Par esta razon ya no se
evaluaron concentraciones mayores de éste u otros reguladores de crecimiento con esta
cepa y se decidid cambiaria por otra altamente productora de afiatoxinas.

Al igual como sucedi6 con A. nidulans FGSC 26 y A parasiticus Ap>>, el
crecimiento de la cepa A. parasiticus ATCC 16992 también se vio inhibido por la forma
pura y la de a sal de Potasio del Acido Naftalenacético a partir de las concentraciones de
537x10" y 4458x10" mM, respectivamente. Para concentraciones mayores solo se
utiizé la sal de Potasio, encontrandose que dicha inhibicion se acentud cada vez mas

conforme la concentracion del regulador de crecimientg se fue incrementando. El peso
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seco de micelio se redujo hasta casi cuatro veces cuando se usé la concentracion SO mM,
en comparacion con el tratamiento control. Sorprendentemente, en esta misma cepa tanto
en concentraciones medias comg en concentraciones altas, la esporulacidn se vio
incremertada, siendo un fenomeno contrario a 0 encontrado con A. nidulans. El
incremento en la esporulacion en presencia del Acido Naftalenacético no puede ser
generalizado a todas las cepas de A. parasiticus, ya que en expenmentos similares
realizados con la cepa A. parasiticus Ap>® se encontré una disminuciéon y no un
incremento de la esporulacion. El incremento en 1a esporulacidén en A. parasiticus ATCC
16992 se observo a partir de la concentracion de 5.37x10" mM y se mantuvg en las de 5y
50 mM; aunque el area de crecimisnto micelial se redujo por fa inhibicién producida por el
Acido Naftalenacética, la esporulacion en ella se hizo mas gruesa (en capas). En este
estudio no pudimos demostrar porqué el Acido Naftalenacético incrementd la esporulacion
en A. parasiticus y la disminuyd en A. nidulans. El efecto de disminucion en el crecimiento
y un consecuente incremento en la esporulacion, ya fue demaostrado en A. nidufans por
Skromne et al (1995), quienes demostraron que ei someter al hongo a una condicion de
estrés, trajo por consecuencia una reduccion en el crecimiento micelial, situacion que
obligd al gen brlA a expresarse y dar ongen a una abundante esporulacidn.

Por lo que respecta a la sintesis de aflatoxinas en la cepa A. parasiticus ATCC
16992, na se encontraran diferencias cuando se utilizaron concentraciones bajas y no
mayores de 5mM de! Acido Naftalenacetico. Sin embargo este resultadg es atribuido a la
variacion intrinseca del hongo debida a ia inestabilidad que presenta en la produccion de
aflataxinas, fenomeno que fue demostrado en A. parasiticus por Mayne et al (1971) y
Guzman-de-Pefna et al (en prensa). Sin embargo, cuando la concentracion del Acido
Naftalenacético se aumenté a S0 mM, se observd una clara inhibicion en la produccion de

aflatoxinas, situacion simitar a la presentada con la produccion de esterigmatocistina en A,
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ndulans. Aunque otros procesos metabdlicos pueden ser afectados a concentraciones
menores, la concentracion de Acido Naftalenacético 50 mM es requerida para inhibir
cansistentemente ta produccion de aflatoxinas de la cepa A. parasiticus ATCC 16992

La inhibicion de aflatoxinas también ha sido reportada con el Metil Jasmaonato, otro
regulador del crecimiento vegetal, en donde se encontra que con concentraciones de 10°
mM se inhibié la sintesis de aflaloxinas hasta en un 96 %; los niveles submicromolares
requeridos para causar dicha efecto indica que es improbable un efecto por actividad
enzimética y se sugiere una inhibicibn de algin ¢ algungs de los genes de la ruta
biosintética de las aflatoxinas (Goodrich-Tanrikulu et ai, 1995).

Este efecto podria también deberse a otro efeclo reportado de las auxinas que en
las plantas pueden causar cambios en el pH del citoplasma, siendo posible que las bajas
concentraciones de las mismas ko acidifiquen y las altas lo alcalinicen (Hobbie et al, 1994).
Esto podria tener una relacion con la inhibicidn encontrada en la sintesis de micotoxinas
de Asperygillus cuando se utilizaron altas concentraciones de Acido Naftalenacético, ya que
en estudios hechos en nuestro iabqratorio y en otros lugares {Keller et al, 1997), la
produccion de aflatoxinas se redujo drasticamente cuando el pH fue de 6.0 o mayor.

Aunque cientos de compuestos han sido evaluados por su efecto sobre el
crecimiento, esporulacidn y/o produccion de aflatoxinas en A. flavus y A. parasiticus (ver
revision de Zaika y Buchanan, 1987), los reguladores de crecimiento vegetal del tipo de las
auxinas no han sido incluidas. El acido Abscisico es un regulador de crecimiento vegetal
evaluado por Norton en 1997, encontrando que con 760 pgimi se logrd un 50 % de
nhibicion de aflatoxina en A. flavus. Otros compuestos no hormonales presentes en las
plantas de maiz han sido reportados como inhibidores de procesos metabolicos en
Aspemgillus flavus, {al es el caso de los flavonoides los cusles fueron capaces de reducir la

produccion de aflatoxinas en dicho hongo (Mallozzi et al, 1996, Norton, 1999).
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Se puede resumir que tanto para A. nidulans como para A. parasiticus las primeras
concentraciones utilizadas del Acido Naftalenacético resultaron demasiado bajas para
producir algun efecto en el crecimiento, la esporulacién o la sintesis de micotoxinas. Al
usar concentraciones medias, los resultados fueron de inhibicion, pero al no ser
consistentes en todos los casos se decidia utilizar concentraciones mas altas, encontrando
que 50 mM si fue consistente y atectd significativamente los tres parametros mencionados.
Cabe hacer mencion que esta ultima cancentracion estuvo varios ordenes de magnitud por
encima de las concentraciones de efecto honmonal.

También se encontraron cambios en la pigmentacion de las esparas, tanto de A.
nidutans como de A. parasiticus. En todos los tratamientos donde hubo efecto con el Acido
Naftalenacstico, el cokr de las colonias se medificd con respecto al control. Este cambio
en la pigmentacion de las esparas padria indicar que dicho regulador de crecimiento
afecta algunos pasos de la sintesis de pigmentos de esporas. Se ha sugerido una relacion
entre la formacion de pigmentos de esparas y la produccidon de micatoxinas de A. nidulans
y A. parasiticus (Guzmén-de-Pefia, 1996). Ambos metabolitos son derivados de |a nuta de
los policétidos {Brown et al, 1993, Brown y Salvo, 1994), sin embargo seria necesario
realizar estudios que permitan elucidar en que punto de la ruta metabolica de ambos
procesos ocumre esta relacidn. La misma relacian ecurre con el Metil Jasmonato donde la
sintesis de aflatoxinas y la produccion de pigmentos se vieron inhibidos cuando A. flavus
se cultivo en presencia de dicho compuesto (Goodrich-Tanrikulu et al, 1995).

Finalmente se encontrtd un cambio en un habito de crecimiento en la cepa A
parasiticus ATCC 16992 cuando se utilizaron concentraciones altas del Acido
Naftalenacético. Las puntas de las hifas tendieron a crecer verticaimente hacia arriba,

formando abundante micelio aéreo. Un fendmeno similar fue encontrado por Yu et al
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(1999) quienes mencionan que la inactivacion del gen fibA causé un crecimiento

descontrolada y la proliferacion de hifas aéreas (“fuffy").

VI.2. Efecto in vitro de |a sal de Potasio del Acido Naftalenacético en granos de maiz
inoculadas con Aspergillus parasiticus.

£l efecto inhibitono consistente encontrado sobre la sintesis de aflatoxinas con $0
mM de Acido Naftalenacético en medio sintético nos motivé a evaluar el efecto utilizando
granos de maiz (substrata natural) esterilizados inoculados con la cepa A. parasiticus
ATCC 16992. La cantidad de esporas de A. parasiticus y la produccion de afiatoxinas
fueron altas en el maiz inoculado, y cuando se adiciond el Acido Naftalenacético (50 mM)
ambos productos se redujeron significativamente. En esta condicion la esporulacian del
hongo se vio inhibida, situacion contraria a la obtenida cuando se ulilizd medio sintético.
Los resultados demuestran que a inhibicion que el Acido Naftalenacético produjo sobre A.
nidulans y A. parasiticus encontrada en medio sintélico también ocurre cuando dicha
substancia es aplicada en granos de maiz. Por tal motivo existe la posibilidad de que el

Acido Nafltalenacético pudiera utilizarse como un control quimico sobre los Aspergilli
toxigenicos.

Vi.3. Efecto de los tejidos y extractos de maiz sobre Aspergillus nidulans y A.
parasiticus en medios sintéticos.

El tejido de estigmas de maiz destacd por haber incrementado el crecimiento, la
esparulacion y la sintesis de esterigmatocistina en A. nidulans, 0 cual indica ser un
excelente substrato para el crecimiento y desarrollo de dicho hongo. Marsh y Payne
(1984a y 1984b) demastraron que los estigmas son el tejido que coloniza A. flavus para

introducirse a traves de €l en las mazorcas del maiz. Los resultados aqui obtenidos
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sugieren que dichos tejidos contienen substancias gque san utilizadas favorablemente por
el hongo para sus diferentes procesos fisiologicos y su establecimiento en el maiz en el
campo.

Los extractos etandlicos presentaron efectas dificiles de comprender ya que los
efectos encontrados podrian deberse sélo al etanol o a la suma de efectos del extracto de
maiz+etanol, Can |os resullados obtenidos utilizando solo etanol al 4 %, fue claro que este
compuesto afectd considerablemente el crecimiento, la esporulacion y la sintesis de
micotoxinas. A concentraciones menares el efecto sgbre el crecimiento fue minimo o nula
aunque permanecio el efecto inhibitoric sobre los otros dos parametros. Este resultado
coincide con Bennett et af {1978) quienes encontraron una alta inhibicién en la sintesis de
aflatoxina cuando se uso una concentracion 1 M de etanol, perg contrasta con el reportado
por Goldblatt (1968) donde al usar concentraciones del 1 al 4 % de etanol se estimuld la
sintesis de aflatoxinas. Este efeclto se atribuye a que el hongo utilizé al etanol coma fuente
de carbono. Concentraciones menares de etanol (0.1 y 0.01 M) son reportadas coma
estimulatorias para la sintesis de aflatoxina por el mismo Bennett y colaboradores (1978)
en A. parssiticus.

En un experimento realizado con extracto etandlico de estigmas de maiz en donde

se uso una misma cantidad de extracto (4 %) pero disuelta en dos cantidades diferentes
de etanal (1 y 2 ml), se demostrd que la inhibicion encontrada en el crecimiento de la cepa

A. parasiticus ATCC 16992 se debid exclusivamente al etanol y no al extracto.

Los extractos acuosos de estigmas, elote y bracteas florales del maiz siempre
tuvieron un efecto estimulatorio sobre el crecimiento micelial de A. niduians y A.
parasiticus. Este efecto fue mas claro a las 48 horas de incubacion, sin embargo se dejo

incubar a los hongos hasta 10s seis dias para permitir el proceso de esporulacidon. Sin
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embargo el efecto estimulatono del crecimiento micelial se mantuvo hasta el final de dicho
pericdo aunque con menos diferencias que a ias 48 horas.

Los procesos de esporulacion y sintesis de esterigmatocisting fueron también
estimulados por la accin de todos los extractos acuasos en A. nidulans. El extracto
acuoso de estigmas tambien estimuld la esporulacion de A. parasiticus, s embargo en la
sintesis de aflatoxina ocurrid un efecta contrario y la produccién de aflatoxina se vio
inhibida. El efecto cantrario en la sintesis de micotoxinas entre A niduians y A. parasiticus
ya fue aobservado en este mismo estudio cuando se hicieron crecer a estos hongos en
presencia del Acido Naftalenacético, y donde en A. nidulans se inhibid el proceso de
esporulacion, mientras que en A. parasiticus resultd estimulado. Este tipo de resultados
ilustran la importancia de tener cuidado cuando se infieren comportamientos encontrados
en A, nidulans (usado coma modelo fungico) en olras especies Aspergilli. Estimulos en la
sintesis de aﬂétoxinas en A. flavus y A. parasiticus utlizando extractos acuosos de plantas
fueron reportados par Sinha en 1985. Este investigador evalua 86 extractos acuosos de
plantas medicinales y silvestres, de los cuales 22 inhibieron y cuatro estimularon dicho

proceso. También son reportados tanto efectos de inhibicidn como de estimulacion det

crecimiento en dichos hongos.

Vi.4. Efecto de la sal de Potasio del Acido Naftalenacético en la expresién del gen

fibA de Aspergillus parasiticus.

Se ha sugerido que el regulador de crecimiento Acido Jasmonico podria actuar
como sefial quimica en el hongo Phytophthora infestans, cuando éste interactia con

plantas de papa (Cohen et al, 1993). En plantas se ha demostrado que el Acido

Naftalenacético y otras auxinas inducen respuestas ftranscripcionales de genes

morfologicos y de diferenciacion desde dosis de 10%m y en tiempos hasta de 5 minutes
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(Hagen y Guilfoyle, 1985). E! resultado obtenido en este estudio sobre la transcnpcion del
gen flbA el cual esta involucrado en una regulacion negativa sobre 10s genes de sintesis
de micotoxinas, demostraron que se nhibid cuando A. parasiticus se cultivd en presencia
de! Acido Naftalenacetico.

La solucion de Acido Naftalenacético 50 mM inhibi6 la transcripcion del gen flbA de
A. parasiticus a las 48 horas de incubacion. Esto podria explicar la inhibicion encontrada
en la esporulacidn y la sintesis de esterigmatocistina de A. nidulans cuando se incubd en
presencia de dicho regulador. Se considera que mientras €l gen fibA permanece inhibido,
por la accidn del Acido Naftalenacético, el gen fadA se mantendra activo, manteniendo la

represion de la esporulacian y de la sintesis de aflatoxina, tal como lo describe Yu et al
(1999).

77



Vil. CONCLUSIONES

1. Se encontraron tanto efectos inhibitorios como estimulatorios sobre Aspergiflus
nidulans y A. parasiticus, entre los reguladores de crecimiento evaluados, y a las
concentraciones utilizadas. De entre ellos, el Acido Naftalenacético destacd por su efecto
inhibitonio a partir de la concentracion de 0.5 mM, siendo consistente dicho efecto al utilizar

la concentracidon de 50 mM; solo en A. parasiticus ATCC 16992 ¢! efecto sobre la

esparulacion al utilizar concentraciones altas fue estimulatorio.

2. La sal de Potasio del Acido Indolbutifico y la sal de Sodio del Acido 24-
Diclorofenoxiacético también resultaron tener efectos impartantes en A. parasiticus al
utilizar concentraciones altas. Se sugiere seguir investigando a estos compuestos. En
aquellos reguiadores de crecimiente en los que solo se avaluaron concentraciones bajas,

se sugiere también realizar mayores estudios para evaluar el efecto de concentraciones

mayores.

3. El crecimiento micelial, la esporulacion y la sintesis de micotoxinas de A. nidulans
y A. parasiticus fueron los procesos metabdhcos que se vieron afectados con el uso de los
reguladores de crecimiento evaluados, siendo en su mayoria de tipo inhibitorio. Se

encontraron ademas cambios en la pigmentacion de las esporas y una madificacion del

habito de crecimiento de las hifas al formar un micelio aéreo.

4. B! efecta inhibitoria del Acido Naftalenacético sobre A. parasiticus en medio

sintetico, también ocumid al adicionar dicho regulador en granos de maiz inoculados con

ese hongo.
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5. La solucion de Acido Naftalenacetico 50 mM inhibio la transcripcion del gen fibA

en A. parasiticus a |as 48 horas de incubacion.

6. Los tejidos de maiz, especiaimente el de esligmas, resultaron sgnificativamente
estimulatonas en el crecimiento, a esporutacion y la sinlesis de estengmatocistina de A.
nidulans. De igual forma se encontrd un efecto estimulatario tanto en A. miduians como en

A. parasiticus, cuanda se ulilizd el extracto acuoso de estigmas de maiz.

7. Se encontré una diferencia en el comportamiento de A. nidulans con respecto a
su respuesta frente al Acido Naftalenacético, en comparacion con el comportamiento de A.
parasiticus. Considerando que A. nidulans es usado como un modelo fungico en muchos
estudios, con estos resultados se ilustra @ cuidado que se debe tener al infenr su

comportamiento a otras especies de hongos. La misma diferencia se ha reportado para la

respuesta a la 2 4-Diaminobutanona (Guzman de Perfia et al, 1998).

8. Los controles de los diferentes experimentos realizados mostraron una alta
variacion en los procesos de esporulacidn y sintesis de micotoxinas. El crecimiento fue
una variable mas constante. Se considera que parte de dicha vanacidon es debida a
condiciones intrinsecas de los hongos, por lo que se sugiere utifizar ne menods de cinco

repeticiones por tratamiento. Las metodologias de extraccién de micotoxinas y cosecha de

esporas también deben estar perfectamente estandarizadas.
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APENDICE A

Efecta (inhibitorio, estimulatorio o sin efectc) de los diferentes reguladores de

s 25 .
crecimiento sobre las cepas A. nidulans FGSC-26, A. parasiticus Ap”" ¥y A. parastticus

ATCC 16992, en cualquiera de las concentraciones gvaluadas en este estudio.

Cepa

Regulador de crecimiento

Efecto sobre las procesos metabdlicos de:

Crecimiento Esporulacion Micotoxinas
A. nidulans FGSC-26
2,4-D (sal de Na) Sin efecto Inhibitorio Sin efecto
AG3 (forma pura) Sin efecto Sin efecto Estimulatgrio
AG3; (sal de K) Inhibitorio Sin efecto Inhibitorio
AlA (forma pura) Intibitorio Inhibitorio Sin efecto
AlA (sal de Na) Sin efecto Sin efecto Sin efecto
AIB (forma pura) Inhibitorio Sin efecto Sin efecto
AIB (sal de K) Sin efecto Sin efecto Sin efecto
Acido Jasménico Sin efecto Inhibitorio Sin efecto
ANA (forma pura) Inhibitario Inhibitorio Inhibitorio
ANA (sal de K) Inhibitorio Inhibitorio Inhibitorio
A_parasiticus Ap®®
AG; (forma pura) Sin efecto Sin efecto No evaluado
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ANA (forma pura)

Inhibitorio Inhibitorio No evaluado
ANA (sal de K) Inhibitorio inhibitorio No evaluado
A. parasiticus ATCC 16992
2 4-D (sal de Na) inhibitorio Inhibitorio Inhibitorio y
estimulatorio
AG, (forma pura) Sin efecto Sin efecto Estimulatono
AlB (sal de K) Inhibitorio Estimulatono Inhibitorio
ANA (forma pura) intibitorio Estimulatorio Estimulatorio
ANA (sal de K) Inhibitorio Estimulatono Inhibitorio

2,4-D {Acido 2 4-Diclorafenoxiacético); AGs (Acida Giberélico); AlA (Acido Indolacética);
AlB {Acido Indolbutirico); ANA (Acido Naftalenacstico).

Es de hacer notar que cuando los reguladores de crecimiento utilizados tuvieron
algin efecto, la mayoria fue inhibitoric. Solo la forma pura del AG; se tuvo un efecto
estimulatorio en la sintesis de micotoxinas a las concentraciones evaluadas, tanto en A,
nidulans como en A. parasiticus. |gualmente el efecto fue estimulatorio en la esporulacion
de la cepa A. parasiticus ATCC 16992 cuando se utilizaron el ANA (purc y en forma de sal
de Potasia) y AIB (sal de Potasio). Tanto 1a sal de Sodio del 2,4-D como la forma pura del

ANA también tuvieron efecto estimulatonio en la sintesis de afiatoxinas, pero sus

resultados no fueron consistentes.
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