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RESUMEN 

El presente trabajo se realizó con la finalidad de estudiar si en la relación 

Asperg/7/us-maiz-aflatoxina existen compuestos presentes en la planta que pudieran actuar 

como señales para activar los genes involucrados en la cascada de sinteis de aflatoxina. 

Diez reguladores de crecimiento vegetal y extractos y tejidos de estigmas, elote y brácteas 

florales del híbrido de maíz A-791 fueron adicionados a medios de cultivo sintéticos y se 

evaluó su efecto sobre el crecimiento, la esporulación y la síntesis de micotoxinas en 

Aspergillus parasiticus (cepas Ap3"5 y ATCC 16992) y A. nidulans (cepa FGSC-26) como 

modelo fúngico. El Ácido Naftalenacétíco (ANA) fue el regulador de crecimiento que se 

destacó por su efecto inhibitorio sobre los tres parámetros evaluados, a partir de la 

concentración de 0.5 mM; a concentraciones altas (50 mM) la esporulación de A. 

parasiticus ATCC 16992 se vio estimulada. El efecto de ANA también se evaluó en granos 

de maíz, donde la cantidad de esporas y la producción de aflatoxinas fueron altas en el 

control, pero cuando se adicionó ANA 50 mM ambos procesos se redujeron 

considerablemente. Los Tejidos de estigmas, elote y brácteas florales de maíz resultaron 

estimúlatenos en el crecimiento, la esporulación y la síntesis de esterigmatocistína de A. 

nidulans. Los extractos acuosos de estigmas de maíz también estimularon dichos 

procesos fisiológicos en ambas especies de Aspergillus. En contraste, los extractos 

etanólicos al 4 % inhibieron el crecimiento y desarrollo de A. nidulans pero este resultado 

podría explicarse por el efecto del etanol en que dichos extractos fueron disueltos. 

También se evaluó el efecto del ANA en la expresión del gen flbA involucrado en la 

síntesis de aflatoxina de A. parasiticus, encontando que la concentración de 50 mM inhibió 

dicho gen después de 48 horas de incubación. 



I. INTRODUCCION 

Aspergillus fíavus y A. parasiticus son hongos que se desarrollan sobre una gran 

variedad de substratos donde pueden producir aflatoxinas. Estos compuestos son 

extremadamente tóxicos además de poder reaccionar con DNA humano y animal y formar 

aductos que posteriormente originan cáncer en ciertas especies animales (Wang y 

Groopman, 1999). La carcinogenesis producida por las aflatoxinas en humanos es menos 

clara, pero se ha correlacionado positivamente con el consumo de alimentos 

contaminados en algunas partes del mundo (Kraybill and Shapiro, 1969: Krogh, 1977). 

La contaminación de granos con aflatoxinas fue considerada un problema de 

almacén durante los primeros años después de su descubrimiento al inicio de los 70's, y 

fue posteriormente que se descubrió que dicha contaminación podía darse desde que las 

plantas se encontraban en el campo (Windstrom, 1992). Este hecho determinó que se 

iniciaran una serie de investigaciones acerca de la relación hongo-planta que dieran 

información de cómo Aspergillus podía modificar su capacidad de síntesis de aflatoxinas 

en función de su interacción con su hospedante. 

La interacción entre organismos implica mecanismos de reconocimiento entre ellos. 

En las interacciones entre microorganismos y sus plantas hospederas, uno de los 

mecanismos de reconocimiento que puede existir es el intercambio de señales 

moleculares. Como consecuencia de estas señales moleculares ocurre la expresión de los 

genes necesarios para producir una respuesta bioquímica, morfológica o fisiológica a favor 

o en contra de la interacción (Halverson y Stacey, 1986). 



campo ocurre exclusivamente cuando los estigmas están en un estado fisiológico posterior 

a la polinización (Marsh y Payne, 1984a; Marsh y Payne, 1984b), de tal manera que existe 

la posibilidad de que las condiciones hormonales o de otros compuestos del maíz en ese 

momento sean muy exclusivas y determinantes para que la cascada de señales entre 

hongo y planta ocurran dando como consecuencia la colonización del hongo y la síntesis 

de aflatoxinas. 

Para tratar de entender el sistema Asperg/Z/us-maíz-aflatoxina se realizaron estudios 

ín vrtro con A. parasíticas y A. niduians como modelo fúngico, en los cuales se utilizaron 

diferentes concentraciones de reguladores del crecimiento vegetal y extractos de tejidos 

de maíz adicionados a medios de cultivo sintéticos, y se evaluó el efecto fisiológico sobre 

dichos hongos, asi como la expresión del gen regulatorio flbA de la síntesis de aflatoxina. 



II. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS 

11.1. Hipótesis. 

Los genes involucrados en crecimiento, diferenciación y síntesis de micotoxinas en 

Aspergilli podrían activarse o silenciarse por la acción de los reguladores de crecimiento u 

otros compuestos presentes en el maíz. 

11.2. Objetivos. 

11.2.1. Objetivo general. 

Determinar si algún regulador de crecimiento vegetal del maíz afecta crecimiento, 

diferenciación o síntesis de micotoxinas en Aspergillus parasiticus y A. nidulans. 

11.2.2. Objetivos específicos. 

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

crecimiento, la esporulación y la síntesis de micotoxinas en Aspergillus nidulans y A. 

parasiticus. 

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

maíz sobre el crecimiento, la esporulación y la síntesis de micotoxinas en Aspergillus 

nidulans y A. parasiticus. 



III. ANTECEDENTES 

Uno de los mecanismos de reconocimiento que puede existir en la interacción entre 

hongos y sus plantas hospederas, es el intercambio de señales, lo cual implica la 

producción de una señal molecular (que puede ser ADN, ARN, proteínas, lípidos o 

potisacáridos) por parte de un organismo emisor, y el reconocimiento de la misma por 

parte de un organismo receptor. Como consecuencia de estas señales moleculares ocurre 

la expresión de los genes necesanos para producir una respuesta bioquímica, morfológica 

o fisiológica a favor o en contra de la interacción (Halverson y Stacey, 1986). 

Existen ejemplos documentados acerca de la producción de señales moleculares 

en la interacción de microorganismos patógenos y sus plantas hospederas, en donde el 

reconocimiento inicial de dichas señales es considerada clave esencial para la inducción 

de defensa de las plantas en respuesta al ataque de patógenos (Toshikazu, 2001). Tales 

son los casos de las Endopoligalacturonasas producidas por Rhizopus stotonifer, las 

cuales actúan como señales moleculares para activar mecanismos bioquímicos de 

defensa en plántulas de frijol (Walker-Simmons et al, 1984), o la producción de fitoalexinas 

en plantas de soya como respuesta al ataque del hongo Phytophthora megasperma f. sp. 

gtycinea y en donde la señal molecular fue identificada como Hepta-^-Glucósido Alditol 

{Sharp ef ai, 1984). 

También se ha reportado una respuesta defensiva contra el ataque de Phytophthora 

infestaos en plantas de papa y tomate cuando éstas fueron asperjadas con el Ácido 

Jasmónico o su ester metilado, substancias que actuaron como señales en dichas plantas 

en respuesta a la infección del hongo. Seis días después de haber asperjado plantas de 

tomate con estos jasmo natos, se encontraron cuatro nuevas proteínas de naturaleza no 



aproximadamente 24 kDa y otra de 29-30 kOa (Cohén et a/, 1993). El Ácido Jasmónico y 

su ester metilado también actúan como señal química en los hongos durante la 

germinación de los esporangios de Phytophthora infestaos tanto in vitm como sobre las 

plantas de papa (Cohén et ai, 1993). 

Otro caso es el de las plantas de tomate en las cuales, en heridas causadas por 

insectos o por daño mecánico, se libera la Sistemina (polipéptido de 18 aminoácidos) la 

cual regula la activación de cerca de 20 genes defensivos cuyos productos inhiben las 

proteasas de los insectos. La Sistemina se forma a partir de un precursor proteico llamado 

Prosistemina que se encuentra en niveles bajos en hojas de plantas no dañadas, los 

cuales aumentan varias veces en respuesta a dichas heridas. Se ha demostrado que la 

Sistemina es un compuesto químico presente en las heridas que juega un papel central en 

la regulación de la expresión de los genes de defensa y que actúa a niveles 

extraordinariamente bajos (he. fmol/planta). La interacción de la sistemina con su receptor 

regula una compleja cascada de eventos intracelulares los cuales tienen como 

consecuencia la conversión de las Oxipilinas y el Ácido Jasmónico, substancias que 

activan la transcripción de los genes relacionados con la defensa (Ryan, 2000). 

Otro ejemplo de señalamiento en plantas lo constituyen las hormonas vegetales, las 

cuales actúan como señales químicas para la expresión de diversos genes en los tejidos 

de la planta donde se encuentran (Davies. 1995; Guilfoyle et al, 1998). Las Auxinas actúan 

a niveles celulares regulando o modulando la expresión de genes responsables de la 

extensión y división celular, los tropismos, la diferenciación vascular, la dominancia apical 

y la formación de raices (Guilfoyle et a l 1998; Hagen, 1995); algunos de estos procesos 

fisiológicos se han visto modificados como consecuencia de incrementos transcripción ales 



transcripción de genes también se han visto incrementadas con otros tipos de hormonas, 

como es el caso de las Giberelinas las cuales inducen incrementos considerables en la 

transcripción de genes de o-amilasa (Libbenga y Mennes, 1995). 

Las hormonas en las plantas son compuestos orgánicos distribuidos en todas sus 

partes y que influyen sobre los procesos fisiológicos a bajas concentraciones (Davies, 

1995). Al igual que en otros vegetales, existen diversas auxinas en plantas de maiz, tales 

como los Ácidos Indolacético, 2, 4-Diclorofencxiacético, Indolbutirico, Naftalenacétíco y 2, 

4, 5-Triclorofenoxiacético (Felle et al, 1991; Wright ef al, 1991). De éstas, la principal es el 

Ácido Indolacético (Bandurski et al, 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 maíz (Letham, 1963; Letham y 

Miller, 1965). Otras hormonas reportadas en semillas de maiz en desarrollo, en reposo o 

en germinación han sido el Ácido Abscísico, las Giberelinas y las Citocininas (Davies, 

1995; Fong eí al, 1983; Wright eí al, 1991). 

Se ha demostrado que en la interacción Aspergifíus fíavus-maíz la penetración del 

hongo en las mazorcas del maíz ocurre exclusivamente cuando los estigmas han sido 

polinizados y se encuentran en vías de senescencia, tomándose de un color café-

amarilloso (Marsh y Payne, 1984a; Marsh y Payne, 1984b). La germinación de los conidios 

de A. fíavus ocurre frecuentemente cerca de los granos de polen depositados sobre los 

estigmas, donde incluso llegan a producir numerosos conidióforos, y posteriormente las 

hifas crecen rápidamente a través de los estigmas de donde pasan a los granos (Marsh y 

Payne, 1984a). De tal manera que existe la posibilidad de que las condiciones hormonales 

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

señalización entre ambos organismos. 



Una vez en el grano A. flavus también presenta predilección para colonizar 

preferentemente ciertas partes de éste. Fennell ef ai (1973) encontraron que A. flavus 

esporuló con mayor frecuencia en el embrión de las semillas de maíz (68 %) que en el 

endospermo (12 %). 

Los tejidos del maíz que preferentemente son colonizados por A. flavus, contienen 

sustancias que son utilizadas por el hongo para sus diferentes procesos fisiológicos. 

Algunas de estas substancias le pueden servir al hongo como nutrientes, pero otras 

podrían actuar como señales químicas para la activación de diversos genes de 

Aspergillus. El polen contiene sustancias ricas en carbohidratos, aminoácidos y minerales 

(Linskens y Pfahler. 1973; Pfahler y Linskens, 1971; Pfahler y Linskens, 1974) las cuales 

actúan como excelentes substratos para A. flavus, incluyendo una abundante y rápida 

esporulación (Marsh y Payne, 1984a). 

Contrariamente, otros compuestos presentes en el polen pueden actuar como 

inhibidores de procesos metabólicos de los hongos. Los flavonoides son compuestos 

específicos de las plantas requeridos para la germinación y crecimiento del tubo 

germinativo de los granos de polen del maíz y otras plantas (Deboo ef al, 1995; Guyon ef 

al, 2000), algunos de los cuales han sido reportados como inhibidores de la síntesis de 

aflatoxina en A. flavus (Mallozzi ef ai, 1996; Norton, 1999). Estos compuestos también 

están presentes en granos maduros y plántulas de maíz (Norton, 1999; Taylor y Briggs, 

1990), y se ha reportado que funcionan además como señales en algunas interacciones 

planta-microorganismos, incluyendo la defensa de las plantas contra los fitopatógenos 

(Koes ef al, 1984). 

El uso de compuestos presentes en maíz y otras muchas plantas ha sido uno de los 

métodos propuestos para el control de especies toxigénicas de Aspergillus, buscando en 



Desde los años siguientes al descubrimiento de las aflatoxinas, diversos investigadores 

realizaron búsquedas de compuestos que inhibieran dichos procesos en los hongos 

productores (Sinha, 1985; Zaika y Buchanan, 1987). Se han realizado trabajos buscando 

proteínas u otros compuestos de maíz que inhiban el crecimiento o síntesis de aflatoxinas 

de A. fíavus (Neucere y Zeringue, 1987; Khai-Huynh et al, 1992). 

Otro tipo de proteínas (llamadas RIPs) que pueden tener funciones de defensa en 

las plantas, son aquellas que actúan modificando el rRNA lo que provoca que éste no 

pueda ser reconocido por los ríbosomas; consecuencia de esto, se bloquea 

irreversiblemente la síntesis de proteínas por parte de dichos organelos (Hartley et al, 

1996; Stripe et al, 1992). Las proteínas RIPs están ampliamente distribuidas en el reino 

vegetal y son activas contra los ríbosomas de diferentes especies. Se han encontrado 

proteínas RIPs en semillas de maíz con una alta actividad contra ríbosomas no 

provenientes de plantas (Soave et al, 1981), lo que sugiere que su función es proteger el 

maíz contra el ataque de hongos u otros organismos (Dowd et a/, 1998). Nielsen et al 

(2001) demostraron que proteínas RIPs provenientes de maíz alteraron el crecimiento y la 

morfología de A. fíavus y A. nidulans, lo que las coloca como potenciales agentes 

antifúngicos. 

En otros cultivos productores de aceites existe la enzima lipoxigenasa, la cual en 

condiciones de estrés de la planta es capaz de oxidar los ácidos linoléico y linolénico 

(Gardner, 1995). Varios estudios han sugerido que los metabolitos generados de dicha 

oxidación pueden alterar la producción de micotoxinas en Aspergillus. Burow et al (1997) 

encontraron que el Ácido 13S-Hidroperoxilinoléico disminuyó la producción de aflatoxina 

cuando se agregó al medio de cultivo a intervalos de 24 horas; en cambio, el Ácido 9S-

Hidroperoxilinoléico no inhibió dicho proceso, pero alargó el tiempo en que la aflatoxina fue 



semillas que la contienen, podría proveer a éstas de una resistencia contra ias especies 

toxigénicas de Aspergillus. El crecimiento de A. fíavus también ha sido reportado como 

inhibido en semillas con altos contenidos de aceite. Tal es el caso del cacahuate, donde 

cuatro substancias extraídas de semillas recién cosechadas, inhibieron el crecimiento de 

dicho hongo (Lindsey y Turner, 1975). 

Diversos compuestos naturales han sido probados por sus efectos inhibitorios sobre 

A. flavus y/o A. parastfrcus, tales como: cafeína (Buchanan y Fletcher, 1978), aceites de 

diversos cultivos como clavo, canela, cítricos, zanahoria, chile (Bullerman eí al, 1977; 

Karapinar, 1985; Batt et al, 1983; Madhyastha y Bhat, 1984), extractos de cebolla, 

zanahoria, plantas medicinales, plantas con efectos narcóticos, plantas de uso 

condimenta! (Batt et al, 1980; Bahk y Marth, 1983, Hitokoto et al, 1980; Bilgrami et al, 

1980). Compuestos purificados también han sido evaluados, tales como: Ácido Benzoico, 

Ácido aminobenzoico, Ácido butírico. Ácido propiónico, Fitoalexinas, Vainillina, entre otros 

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 y/o A. parasiticus. En ninguno de los 

casos se han evaluado a hormonas vegetales del grupo de las Auxinas como compuestos 

que pudieran regular ta síntesis de aflatoxinas o el desarrollo de A. fíavus y/o A. 

parasiticus. 

El Ácido Jasmónico/Metil Jasmonato es un compuesto presente en diferentes 

especies plantas (Meyer et al, 1984) y también en algunos hongos (Aldridge et al, 1971) y 

se ha demostrado que inhibe o promueve múltiples procesos en las plantas (Sembdner y 

Parthier, 1993), entre los que se induyen aquellos involucrados en mecanismos de 

defensa de las plantas contra hongos patógenos cuando éstos interactúan con la planta 

hospedera. Su influencia en la regulación gènica se presenta a diferentes niveles tales 



como inducción de expresión gènica, transcripción, procesamiento de RNA a nivel post-

transcripcional, estabilidad del mensajero, traducción y niveles post-traduccionales como 

modificaciones de proteínas y degradación (Reinbothe et al, 1994). También se ha 

reportado que concentraciones tan bajas como 105 mM inhiben in vitro la síntesis de 

aftatoxinas de Aspergillus fíavus hasta en un 96 %; dicho compuesto también disminuyó la 

germinación de esporas y la producción de pigmentos miceliales del mismo hongo. Los 

niveles submicromolares requeridos para causar dicho efecto indica que es improbable un 

efecto por actividad enzimàtica y se sugiere la inhibición de algún o algunos de los genes 

de la ruta biosintética de las aflatoxinas (Goodrích-Tanríkulu et al, 1995). 

La ruta biosintética de las aflatoxinas está compuesta de 15 genes, los cuales están 

reunidos en una agrupación gènica llamada "cluster* (Keller y Hohn, 1997) Se reporta que 

en la síntesis del compuesto intermediario de la esterigmatocistina producida por A. 

nióulans están involucrados al menos 15 actividades enzimáticas, teniendo las especies A. 

fíavus, A. parasHicus y A. nomius una etapa adicional para convertir la estehgmatodstina 

en aflatoxina (Brown et al, 1996). Muy interesante ha resultado el hecho de que un 

porcentaje muy alto de cepas de A. fíavus contienen el cluster de genes de síntesis de 

aflatoxinas aunque estas cepas produzcan o no dichas toxinas Estos genes están 

regulados por el gen aflR el cual es requerido para la transcripción de todos los demás 

genes del camino metabòlico (Biing-Hui y Fun-Sun, 1998; Meyer ef al, 1998). Con el uso 

de genes reporteros unidos a p-glucoronidasa y otras técnicas de biología molecular se 

han estudiado las condiciones ambientales que regulan a aflR y por consecuencia la 

síntesis de micotoxinas (Du et al, 1999) Condiciones ambientales y nutricionales tales 

como temperatura, aireación y fuente de carbono están influenciando la regulación de 

aflR. 



Otros genes de la ruta metabòlica de la biosíntesis de micotoxinas han sido 

caracterizados y su función establecida. Se ha encontrado que los genes flbA y fluG 

juegan un papel determinante en el balance entre crecimiento, esporulación y síntesis de 

esterigmatocistina de A. nídu/ans. La expresión de fluG trae por consecuencia la activación 

del gen flbA, el que a su vez inactiva al gen fadA. Cuando fadA está activo, ocurre un 

estímulo del crecimiento a la vez que una represión de la esporulación y de la síntesis de 

esterigmatocistina, por lo que al ser reprimido por flbA, el crecimiento del hongo se verá 

detenido dando lugar a la esporulación y la síntesis de esterigmatocistina (Yu et al, 1999). 

Por otro lado existen evidencias de que la esporulación y la síntesis de micotoxinas 

están correlacionados y que tienen un punto común de regulación (Guzmán-de-Peña y 

Ruíz-Herrera, 1997). La disminución en el proceso de la esporulación asexual al mismo 

tiempo que se reduce la producción de esterigmatocistina es un fenómeno ya demostrado 

en A. nidulans por Hicks et a! (1997) y en A. parasíticas por Guzmán-de-Peña y Ruíz-

Herrera (1997) quienes ilustraron claramente que en condiciones de cultivo donde el 

hongo no esporuló no produjo micotoxina, o con una mutante de esa misma espede con 

sectores incapaces de esporular y que lo fueron también para producir aflatoxina, en 

contraposición con sectores que presentaron esporulación normal y que produjeron más 

toxina que la cepa silvestre. 



IV. MATERIALES Y MÉTODOS 

IV.1. Experimentos con medios sintéticos. 

IV.1.1. Cepas utilizadas. 

Para cumplir con los objetivos planteados en el presente trabajo se realizaron varios 

experimentos en donde fueron utilizadas las siguientes cepas fúngicas: 

a) Aspergillus nidulans FGSC-26. Cepa donada por el Departamento de 

Microbiología del Instituto de Fisiología Celular de la Universidad Nacional Autónoma de 

México. A. nidulans es un modelo fúngico y cuenta con la ventaja de tener la misma ruta 

de síntesis que tienen Aspergillus fíavus y A. parasiticus para producir aflatoxinas, con 

excepción de un último paso por lo que en A. nidulans el producto final en dicha ruta es la 

toxina esteñgmatodstina; esto determina que al analizar el comportamiento de A. n/dufans 

se tengan más herramientas de estudio para analizar lo que ocurre con otros hongos 

como A. flaws y/o A. paras/f/cus 

b) Aspergillus parasiticus Ap*~*. Cepa de la tercera generación de aislamientos 

monospóricos provenientes de Aspergillus parasiticus NRRL 2999 adquirida en el Northern 

Regional Research Laboratory de Peoría Illinois, USA. La especie A. parasiticus fue 

preferida sobre A. fíavus debido a su estabilidad en la producción de aflatoxinas y 

específicamente se escogió la cepa Ap35 por haberse homogenizado su población 

mediante avances generacionales de cultivos monospóricos hechos previamente en el 

Laboratorio de Micotoxinas de la Unidad Irapuato del Centro de Investigación y Estudios 

Avanzados del Instituto Politécnico Nacional. 

c) Aspergillus parasiticus ATCC 16992. Cepa adquirida en la American Type Culture 

Collection en Manassas, VA, USA. Esta cepa produce las cuatro aflatoxinas, Bt, B2, G\ y 

G2 y presenta mayor estabilidad de producción. 
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IV. 1.2. Medios de cultivo. 

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

desarrollados durante el presente trabajo fueron los siguientes: 

a) Papa Dextrosa Agar. Se utilizó este medio en su forma deshidratada adquirido de 

la compañía Difco. Este medio fue empleado para incrementar el inoculo utilizado para 

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

b) Medio sintético para A. nidulans. Fue utilizado como base el medio propuesto por 

Kafer (1977). Su composición fue la siguiente: 

Solución de sales 20x 50 mi 

Elementos traza 1000x 1,000 pl 

Sacarosa (2%) 20 g 

Biotina (Sol. concentrada al 0.05%) 500 pl 

PABA (Sol. concentrada al 0.17 %) 500 pl 

Metionina 200 mg 

Agua destilada (a aforar) 1,000 mi 

La sacarosa es la mejor fuente de carbono para la síntesis de esterigmatoásti na por 

A. nidulans (Guzmán-de-Pena, 1996). El pH fue ajustado a 6.5 con Hidróxido de Sodio 2 

N. 

Los elementos traza lOOOx y la solución de sales 20x fueron preparados de la 

siguiente manera: 



Elementos traza 1000x Solución de sales 20x 

ZnSo4 7H2Q 2-2 g NaN03 120 g 

H3BO3 i . i g KCl 10 4 g 

MnCfc 4H20 0.5 g MgSO* 7 H 20 10 4 g 

FeS04 7H20 0.5 g k h 2 p o 4 30.4 g 

C0CI2 5H;0 0 0.16 g H 2 0 destilada (a aforar) 1,000 mi 

CuSO* 5 H 2 0 0.16 g 

(NH4)SMO702* 4H20 5.0 g 

H 2 0 destilada (a aforar) 1,000 mi 

c) Medio sintético para A. parasiticus. Fue utilizado como base el medio propuesto 

por Hsieh y Máteles (1971), el cual es reportado como no inductor de aflatoxinas y utiliza 

peptona como fuente de carbono. En este estudio se utilizó glucosa como fuente de 

carbono tomándolo en un medio sintético inductor. Su composición fue la siguiente: 

(NH<)2S04 4 g 

KH2PO4 10 g 

MgSO* 7HzO 2 g 

Mezcla de metales 1,000 pl 

Glucosa (5 %) 50 g 



La glucosa fue escogida por haber resultado ser una buena fuente de carbono para 

A. parasiticus en experimentos previos (Guzmán-de-Peña, 1996). El pH fue ajustado a 6.5 

con Hidróxido de Sodio 2 N, para posteriormente ser esterilizado en autoclave por 15 

minutos a 15 PSl de presión. Para evitar que la glucosa se caramelizara con el calor 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: 

Na2Bi0710H20 700 mg 

Na2Mo04 2H20 680 mg 

Fez(SO*)3 nH20 10 g 

CuSO* 5H2O 300 mg 

ZnS047H20 1.76 g 

MnS04H20 110 g 

HjO destilada (a aforar) 1,000 mi 

Todos los medios de cultiva fueron esterilizados en autoclave por 15 minutos a 15 

PSl de presión. 

IV.1.3. Obtención de ¡(lóculo. 

Las cajas conteniendo cultivos de los hongos fueron incubados durante cinco días, 

en forma constante durante todos los experimentos. Al término de la incubación se añadió 

a cada caja 3 mi de agua Tritón X-100 estéril al 0.01 % y se obtuvo el inoculo en 



Se utilizó 1 ml de una suspensión de esporas al 1 x 107 esporas/mi para cada matraz 

erienmeyer de 250 mi de capacidad conteniendo 50 mi de medio de cultivo. 

1V.1.4. Condiciones de incubación. 

Se utilizaron dos temperaturas de incubación: 28° y 37° C. La primera se utilizó para 

incubar las cepas A. parasiticus ATCC 16992 y A. parasiticus Ap3"5 La segunda fue 

utilizada para la cepa A. nidulans FGSC 26. Algunos experimentos con la cepa A. 

parasiticus Ap3"5 fueron también desarrollados a 37g C. 

Los matraces con el medio de cultivo liquido fueron incubados en condiciones 

estacionarias durante 3 y 6 días. El mayor tiempo se utilizó en la cepa A. parasiticus ATCC 

16992 por ser de crecimiento mas lento que las otras cepas utilizadas. 

1V.1.5. Reguladores de crecimiento. 

Se utilizaron 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 Compañía Sigma 

Chemical Co. 

El primer criterio para establecer las concentraciones a utilizar de los reguladores 

de crecimiento se basó 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 concentración 

mínima para causar un efecto. 

Previo a su uso, las soluciones de los compuestos fueron preparadas con agua 

destilada. En el caso de fas presentaciones en forma de sal de Potasio o Sodio, la 



Tabla 1. Reguladores de crecimiento vegetal utilizados. 

Regulador de crecimiento 

Ácido 2,4-Diclorofenoxiacético (sal de Na) 

Ácido Giberélico 

Ácido Giberélico (sal de K) 

Ácido Indolacético 

Ácido Indolacético (sal de Na) 

Ácido Indolbutírioo 

Ácido Indolbutírico (sal de K) 

Ácido Jasmonico 

Ácido Naftalenacético 

Ácido Naftalenacético (sal de K) 

Concentraciones evaluadas (mM) 

0.00004; 0.0206; 0.2058, 5 y 50 

0.00003; 0.0144, 0.1443 y 0.7217 

0.00003; 0.0130; 0.1300 y 0 6502 

0.00006; 0.0171 y 0.1712 

0.0152 y 0.1521 

0.0005; 0.0492 y 0.4921 

0.0414; 0 4144; 5 y 50 

1 

0.00005; 0.0537; 0.5370 

0.00004; 0.0446; 0.4458; 0.5; 5 y 50 

puros se pre-disolvieron con unas gotas de NaOH 1N o Alcohol Etílico al 50 %, según la 

recomendación del fabricante. 

Para evitar su degradación con el calor, todos los reguladores de crecimiento fueron 

esterilizados por filtración a través de membranas de nitrocelulosa (Millipore 0.45 nm, 25 

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

IV.1.6. Extractos y tejidos vegetales. 



Dos mazorcas fueron procesadas en el ciclo primavera-verano del 2000, las cuales, 

inmediatamente después de ser cosechadas, fueron divididas en tres partes: estigmas, 

elote y brácteas florales. Cada parte por separado fue cortada en pequeños trozos, 

colocándose posteriormente en 250 mi de etanol y calentados en baño maría por 15 

minutos a 80° C. 

Después de enfriarse, los tejidos de maíz fueron colados con el uso de una gaza y 

dejados reposar hasta la total evaporación del etanol para posteriormente ser molidos en 

licuadora con 200 mi de agua destilada. Cinco gramos de esta molienda fueron agregados 

a cada matraz con 50 mi de medio de cultivo de Káfer y esterilizadas por 15 minutos a 15 

PSI de presión. Los matraces fueron inoculados e incubados a 37° C durante tres días. 

Los tejidos de maíz sólo fueron evaluados con A. nidulans 

El etanol conteniendo los extractos de maíz fue evaporado en un rotoevaporador 

hasta reducir su volumen a 50 mi. De este concentrado, 20 mi fueron guardados a -12° C 

hasta su uso, llamándoles a éstos 'extractos etanólicos". Los 30 mi de extracto etanólico 

restantes fueron evaporados a sequedad en baño maría a 80° C y resuspendidos en 30 mi 

de agua destilada; la suspensión fue filtrada en papel Whatman No. 1 para eliminar todos 

los sólidos y el filtrado se guardó a -12° C hasta su uso, llamándole a éstos 'extractos 

etanólicos evaporadas y resuspendidos en agua". 

Como al momento de resuspender tos extractos en agua destilada parte de ellos no 

fueron solubles en la misma (quedaron adheridos a las paredes del vaso de precipitados), 

una vez eliminada el agua se resuspendieron en 30 mi del mismo etanol; la suspensión 

fue filtrada en papel Whatman No. 1 y guardada a -12° C hasta su uso, llamándole a éstos 

"extractos etanólicos evaporados y resuspendidos en el mismo etanol". 



El segundo año (ciclo primavera-verano del 2001) el interés se centró sólo en los 

extractos de estigmas de maíz, por lo que sólo se procesaron éstos siguiendo una 

metodología similar al del año anterior. Las variantes fueron: 

a) Se procesaron 150 gramos de peso fresco de estigmas (obtenidos de 25 

mazorcas) en 600 mi de etanol, los cuales, después del calentamiento a baño 

maría, se dejaron reposar toda una noche. 

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

eliminados. 

c) No se dejó "extracto etanólico' por lo que todo éste fue evaporado hasta 

sequedad, haciéndose la posterior resuspensión con 900 mi de agua destilada. 

Los residuos no solubles en agua fueron resuspendidos en 100 mi de etanol y 

posteriormente evaporados hasta reducir su volumen a 50 mi. 

Para evitar la posible degradación con el calor, todos los extractos de maíz fueron 

esterilizados por filtración a través de membranas de nitrocelulosa (Millipore 0.45 nm, 25 

mm, HAWP y HVHP, para extractos acuosos y etanólicos, respectivamente), previo a ser 

agregados al medio de cultivo. 

IV.1.7. Parámetros evaluados. 

Se evaluaron tres parámetros: (A) el crecimiento micelial, (B) la esporulación y (C) 

la síntesis 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 colocó a 60° C por 24 horas para su total 

secado. El crecimiento se determinó por diferencia de peso. 

B) Esporulación. Al término de la incubación, el micelio fue transferido a un tubo de 



separadas de) micelio por agitación con una espátula, tomándose posteriormente una 

alícuota para la cuantificación de esporas en la cámara de Neubauer. El micelio y las 

esporas fueron regresados al matraz con el medio de cultivo para realizar la extracción de 

micotoxinas. 

c) Síntesis de micotoxinas. Extracción y cuantificación. Tanto la esterigmatocistina 

en A. nidulans como las aflatoxinas en A. parasiticus fueron extraídas de acuerdo a Ketler 

et al (1994). A cada matraz conteniendo todo el medio de cultivo con el micelio y las 

esporas correspondientes, le fueron agregados 30 mi de acetona y dejado reposar por 30 

minutos; posteriormente se agregaron 30 mi de cloroformo dejándose igualmente reposar 

por el mismo tiempo. La fase clorofórmica fue filtrada a través de Sulfato de Sodio anhidro 

y luego evaporada a sequedad. Las micotoxinas fueron resuspendidas con 5 mi de 

cloroformo para pasarlas a tubo de ensayo, evaporadas a sequedad de nueva cuenta y 

resuspendidas con 1 mi de metano! grado HPLC. La muestra así obtenida se filtró con 

columnas extract-clean C-18 (marca Alltech). Las micotoxinas se cuantificaron por 

cromatografía líquida de alta presión utilizando una columna C18 en fase reversa 

(Beckman, 4.6 mm x 15 cm). El sistema de solventes para la fase móvil 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 utilizando granos de maíz. 

Para evaluar el efecto del Acido Naftalenacético sobre la esporulación y síntesis de 

aflatoxinas de A. Parasiticus, muestras de 50 gramos de maíz del híbrido Asgrow-791 

fueron colocados en un matraz erlenmeyer y esterilizados en autoclave durante 15 

minutos a 15 PSI de presión. Los matraces fueron inoculados con 1 mi de una suspensión 

de esporasl x 107 de la oepa A. parasiticus (ATCC 16992) Se tuvieron tres tratamientos. 
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(a) Control positivo con granos de maíz inoculados con A. parasrticus y sin Ácido 

Naftalenacético, (b) Control negativo con granos sin inoculo y sin el regulador de 

crecimiento y (c) Granos de maíz inoculados con A. paras/ticus y adicionando una solución 

50 mM de Ácido Naftalenacético filtrada en una membrana de nitrocelulosa Miilipore. A 

todos los matraces se les añadieron 10 mi de agua estéril para favorecer las condiciones 

de humedad y se incubaron a 28° C por 7 días. Al término de la incubación, a cada matraz 

se le adicionaron 10 mi de agua Tritón al 0.01 % y por agitación con una espátula, las 

esporas fueron separadas de los granos, se tomó 1 mi de esta suspensión para su 

cuantificación en la cámara de Neubauer. Las aflatoxinas fueron extraídas del maíz 

utilizando el método 1 AOAC modificado por Guzmán-de-Peña et ai (1992) y cuantifícadas 

por cromatografía líquida de alta presión. 

IV.3. Diseño experimental y análisis estadístico. 

Se montaron experimentos individuales con tres tratamientos cada uno. Se utilizó 

un diseño experimental completamente al azar con 5 repeticiones La unidad experimental 

consistió de un matraz erienmeyer con 50 mi de medio de cultivo o con 50 gramos de 

maíz. Los datos se transformaron a log (x+1) y se sometieron a un análisis de varianza y 

la prueba de separación de medias de Tukey, usándose en todos los casos un nivel de 

significancia de 0.05. Para todos los análisis, se usó la versión 6.12 del SAS (SAS 

Institute, Cary, NC, USA). Aunque para los análisis estadísticos se usaron los datos 

transformados, en las tablas mencionadas en el capítulo de resultados todos los datos 

corresponden a los valores originales. 



Para evaluar la expresión del gen flbA fue necesario obtener RNA del hongo en 

cuestión. Para ello se sembró A parastf/cus ATCC 16992 en el medio de cultivo de Hsieh-

Mateles, en presencia y en ausencia de la sal de Potasio del Ácido Naftalenacétk». El 

compuesto fue adicionado al inicio de la incubación y se cultivó durante 48 horas a 28° C. 

Se utilizó una solución 50 mM de dicho regulador para cada tratamiento. 

IV.4,1. Extracción de RNA. 

El micelio del hongo fue filtrado y congelado en nitrógeno líquido para su postenor 

procesamiento. La obtención del RNA se realizó utilizando el reactivo TRIzol (Gibco BRL) 

que se basó en agregar este reactivo al micelio del hongo finamente molido en frío en un 

mortero, y después de los pasos que se siguieron de acuerdo al protocolo de 

Chomczynski (1993), se recuperó un sobrenadante con el RNA. La concentración del RNA 

obtenido fue calculada en un espectrofotómetro de acuerdo a Maniatis ef al (1982) 

utilizando la relación Azeo/Azsa y su integridad fue evaluada por observación en un gel de 

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

IV.4.2. Northern b lot 

El gel desnaturalizante se preparó mezclando 1.2 gramos de Agarosa. 10 mi de 

MOPS 10x y 73 mi de agua desionizada tratada con Dietil Pirocarbonato (DEPC). Se 

disolvió en microondas y cuando se enfrió basta 60° C se le añadieron 17 ml de 

Formaldehído al 35 %, vaciándose de inmediato a la cámara de electroforesis. Por otro 

lado, 15 pg de RNA obtenido como se detalló en el apartado anterior, fueron mezclados en 

una solución conteniendo 5 \A de Formamida, 1 pl de MOPS 10x y 2 pl de Formaldehído al 

35 % e incubados 5 minutos a 65° C. Después de enfriar en hielo y adicionados 5 \A de 



buffer de carga y 0.5 \i\ de Bromuro de Etidio, se cargaron en el gel desnaturalizante. La 

electroforesis se corrió a 50 volts por 3 horas utilizando MOPS 1x como buffer de corrida. 

Para la transferencia del RNA se construyó un puente con papel Whatman 3 MM en 

una solución de SSC 10x, y sobre del cual se colocó el gel desnaturalizante. Arriba del gel 

se colocó una membrana de Nylon Hybondw-N+ (Amersham Pharmacia Biotech), después 

otro papel Whatman y sobre éste suficiente papel absorbente. Se dejó transferir durante 

18 horas a temperatura ambiente. Finalmente el RNA fue fijado a la membrana 

homeándola 2 horas a 80° C. La membrana conteniendo el RNA se guardó a temperatura 

ambiente hasta su uso. 

IV.4.3. Obtención del fragmento flbA. 

Utilizando la secuencia obtenida en el Gen Bank, se diseñaron oligonucleótidos 

homólogos al gen flbA, utilizando el programa "Primer Select". Dichos oligonucleótidos 

fueron sintetizados en el Laboratorio de Secuenciación del CINVESTAV, Unidad Irapuato, 

y correspondieron a la región conservada "SLKFSQSNR" entre los aminoácidos 270 y 280 

del gen flbA de A. ntdulans, y sus secuencias directa y reversa fueron las siguientes: 

5" TCCCTCAAATTCTCTCAATCGAACCGG 3' 

5' GTAGAATGACAGGTTTTCTTCGCAGA 3' 

Estos oligos fueran utilizados como primera en las reacciones de amplificación por 

PCR, utilizando un termodclador Perkin Elmer modelo 2400. Los productos de PCR se 

corrieron por electroforesis en un gel de agarosa y se clonaron dentro del vector 

Topocloning 2.1. 

Después de reproducir suficientemente el vector, el DNA plasmídico fue aislado del 

mismo mediante el "kit* Rapid Plasmid Miniprep System (Mariigen Bioscience Inc.) 

siguiendo las instrucciones del fabricante. Del DNA plasmídico se obtuvo un fragmento de 
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810 pb al digerirlo con la enzima Eco R1 (Gibco BRL). El fragmento fue recuperado 

después de correrlo en un gel preparativo de agarosa y posteriormente se purificó 

utilizando el "kit" Concert Gel Extractan Systems (Gibco BRL), de acuerdo a las 

especificaciones del fabricante. El fragmento de flbA obtenido se mandó secuenciar para 

corroborar por homología si correspondía al gen respectivo reportado en el Gen Bank. 

IV.4.4. Mareaje radioactivo del fragmento flbA. 

Una vez purificado el fragmento de flbA, se llevó a 47.5 pl con TE y se desnaturalizó 

a 95° C por 5 minutos y se pasó posteriormente a hielo. Se agregó a un tubo de reacción 

(Rediprime) al que a su vez se le adicionaron 2.5 pl de [o 3ZP] dCTP como marca 

radioactiva. El tubo de reacción fue incubado a 37° C por una hora y la reacción fue 

detenida agregando 3 pl de EDTA 0.5 M. 

La reacción de mareaje radioactivo se llevó a 200 pl con TE y se procedió a su 

limpieza. Para esto, primeramente se preparó una columna con perlas bolotini, fibra de 

vidrio y biogel y se centrifugó por 5 minutos a 2,500 rpm; posteriormente se agregaron 200 

pl de TE y se volvió a centrifugar de la misma manera. Los 200 pl de reacción de mareaje 

fueron adicionados a la columna así preparada y se centrifugó por 5 minutos a 5,000 rpm y 

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

hibridación. 

IV.4.5. Hibridación. 

El fragmento ya marcado se desnaturalizó a 95° C por 5 minutos, y se agregó eximo 

sonda radioactiva a la solución de prehibrídación conteniendo la membrana de nylon con 



dentro de un cassette de exposición juntamente a una película de rayos X y se dejaron 

exponiendo a -70° C. 

TÉCNICA DE RT-PCR. 

IVAS. Obtención del cDNA. 

Para evaluar el efecto de la expresión del gen flhA de A. parasiticus ATCC 16992 

en presencia y ausencia de la sal de Potasio del Ácido Naftalenacético 50 mM, se utilizó la 

técnica de RT-PCR. 

Para ello se realizó primeramente la síntesis de una cadena complementaria de 

DNA usando como templete el RNA extraído como se indicó en el apartado IV.4.1. y 

utilizando los oligonucleótidos específicos diseñados para el gen flbA como se indicó 

también en el apartado IV.4.3. 

Los productos de la reacción se analizaron en un gel de agarosa. 



V. RESULTADOS 

V.1. Efecto de los reguladores de crecimiento sobre Aspergillus nidulans y A. 

parasiticus en medios sintéticos. 

Como se indicó en el capítulo de Metodología, se utilizaron diferentes 

concentraciones de los reguladores de crecimiento. Las adiciones fueron en mg/Lt y 

después se calculó la molarídad, de tal manera que las primeras molaridades usadas 

fueron extraordinariamente bajas. En algunos casos el 2.4-Diclorofenoxiacético, el Ácido 

Giberélico. el Ácido Indoacético y el Ácido Naftalenacético fueron adicionados a 

molaridades de 3 a 6 x10"5 mM. 

La adición de estos compuestos a molaridades tan bajas no causaron ningún 

cambio en ninguno de los tres parámetros evaluados, crecimiento expresado como peso 

seco, número de esporas totales del cultivo y producción de esterigmatocistina o aflatoxina 

por mg de micelio. 

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

Ácido 2,4-Diclorofenoxiacético. 

Los resultados obtenidos al usar la sal de Na del Ácido 2,4-Diclorofenoxiacético 

como se observa en la tabla 2 indican que no hay diferencias significativas en los 

parámetros evaluados y por lo tanto ningún efecto de este compuesto sobre A. nidulans 

En un primer experimento (datos no mostrados), la concentración 2.06x10"2 mM inhibió la 

esporulación en un 42.9 %, pero este resultado no se repitió. Durante la repetición del 

experimento no se analizó si concentraciones más altas de este compuesto afectaban a A. 

nidulans. 



Tabla 2. Efecto de dos concentraciones de la sal de Sodio del Acido 2,4-
Diclorofenoxiacetico sobre Aspergillus niduians (FGSC 26) en medio sintetico. 

Acido 2,4-D Peso seco de micelio Numero de esporas* Esterigmatocistina 
(mM) (mg) (x107) (ng/mg de micelio) 

0 309.4 a 3.7 a 672.6 a 

0.0206 320.8 a 3.7 a 691.2 a 

0.2058 297.6 a 3.5 a 745.9 a 

Totales del cultivo. 
Medias de 5 repeticiones por tratamiento; valores con la misma letra en sentido vertical 
son estadísticamente iguales (Tukey a p=0 05). 

Ácido Giberélico. 

Al utilizar la forma pura del Ácido Giberélico a una concentración de 3x10"5 mM no 

se observó ningún efecto sobre los parámetros evaluados (tabla 3). Sin embargo cuando 

se aumentó la concentración a 1 44x10 2 mM se observó un efecto estimulatorio 

solamente en la síntesis de eserigmatocistina con respecto a la producción en el control 

(tabla 4). Si la concentración se incrementaba a 1.44 x 101 mM ni el crecimiento ni la 

esporulación se estimulaba pero la esterigmatocistina aumentaba en cantidad producida 

por mg de micelio. Cabe mencionar que la repetitibilidad del efecto de la concentración 

1.44 x 10"z mM entre experimentos es muy variable. 

El efecto de la sal de Potasio a bajas concentraciones (3x1O"5 mM) parece no tener 

ningún efecto (tabla 5), sin embargo conforme se aumenta la concentración se afecta el 

crecimiento y la síntesis de esterigmatocistina (tabla 6). Como se puede observar en la 

tabla 5, la esponjlación obtenida en este experimento es mucho menor que la obtenida 

para el control del experimento cuyos datos se muestran en la tabla 6. 



Tabla 3. Efecto de dos concentraciones de Ácido Giberélico sobre Aspergillus nidulans 
(FGSC 26) en medio sintético. 

Ácido Giberélico 
(mM) 

Peso seco de micelio 
(mg) 

Número de esporas 
(x107) 

Esterigmatocistina 
(ng/mg de micelio) 

0 204 7 a 16.5 a 69.6 a 

0.00003 196.3 a 126 a 50.9 a 

0.0144 211.1 a 136 a 56.3 a 

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

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

Ácido Giberélico Peso seco de micelio Número de esporas* Esterigmatocistina 
(mM) (mg) (x107) {ng/mg de micelio) 

0 263.0 a 2.8 a 247.2 b 

0.0144 301.5 a 3.6 a 483.1 a 

0.1443 261.8 a 2.9 a 606.0 a 



Tabla 5. Efecto de dos concentraciones de ta sal de Potasio del Ácido Giberélico sobre 
Aspergillus nidulans (FGSC 26} en medio sintético. 

Ácido Giberélico Peso seco de micelio Número de esporas Esterigmatocistina 
(mM) (mg) (x107) (ng/mg de micelio) 

0 290.0 a 37.9 a 130.8 a 

0.00003 264.5 a 48 1 a 118.6 a 

00130 284 6 a 43 2 a 97.3 a 

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

Tabla 6. Efecto de dos concentraciones de la sal de Potasio del Ácido Giberélico sobre 
Aspergillus nidulans (FGSC 26) en medio sintético. 

Ácido Giberélico Peso seco de micelio Número de esporas* Esterigmatocistina 
(mM) (mg) (xtO7) (ng/mg de micelio) 

0 311.5 a 106.4 a 143.1 a 

0.0130 251.8 b 85.1 a 84.8 ab 

0.1300 227.2 b 71.7 a 67.7 b 



Ácido Indolacético. 

Solo la concentración más baja de la forma pura del Ácido Indolacético (6x10'* mM) 

mostró un efecto inhibitorio en el crecimiento y la esponjlación de A. ntdulans (tabla 7), 

pero este efecto no fue consistente cuando se utilizaron concentraciones mas altas del 

mismo regulador (tabla 8). En ningún caso se encontró un efecto sobre la síntesis de 

esterigmatocistina. 

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

parámetros evaluados en A. nidulans (tabla 9). 

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

Ácido Indolacético Peso seco de micelio Número de esporas* Esterigmatocistina 
(mM) (mg) (x107) (ng/mg de micelio) 

0 225.1 a 32.6 a 108.1 a 

0.00006 178.9 b 18.9 b 112.0 a 

0.0171 227.2 a 24.3 ab 114.9 a 

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



Tabla 8. Efecto de dos concentraciones de Ácido Indolacético sobre Aspergillus nidulans 
(FGSC 26) en medio sintético. 

Ácido Indolacético Peso seco de micelio Número de esporas* Esterigmatocistina 
(mM) (mg) (x107) (ng/mg de micelio) 

0 318.1 a 75.7 a 62.5 a 

0.0171 296.8 a 86.8 a 63.8 a 

0.1712 275.5 a 52.3 a 74.1 a 

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

Tabla 9. Efecto de dos concentraciones de la sal de Sodio del Ácido Indolacético sobre 
Aspergillus nidulans (FGSC 26) en medio sintético. 

Ácido Indolacético Peso seco de micelio Número de esporas* Esterigmatocistina 
(mM) (mg) (x107) (ng/mg de micelio) 

0 278.5 a 5.1 a 224.3 a 

0.0152 279.0 a 4.1 a 376.3 a 

0.1521 273.0 a 5.3 a 343.7 a 



Ácido Indolbutirico. 

Solo se encontró un efecto inhibitorio en el crecimiento micelial y a las 

concentraciones mas bajas evaluadas (5x10"* y 4,92x10 2 mM) en la forma pura del Ácido 

Indolbutirico (tabla 10). Ni concentraciones mayores de la forma pura ni de la forma de sal 

de Potasio de este regulador inhibieron a ninguna de las tres variables evaluadas (tablas 

11 y 12) 

Tabla 10. Efecto de dos concentraciones de Ácido Indolbutirico sobre Aspergillus nióulans 
(FGSC 26) en medio sintético. 

Ácido Indolbutirico Peso seco de micelio Número de esporas* Esterigmatocistina 
(mM) (mg) (X10 7 ) (ng/mg de micelio) 

0 295.7 a 10.1 a 222.3 a 

0.0005 231.3 b 10.3 a 121.7 a 

0.0492 234.5 b 8.8 a 146.0 a 

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



Tabla 11. Efecto de dos concentraciones de Ácido Indolbutírico sobre Aspergillus nidulans 
(FGSC 26) en medio sintético. 

Ácido Indolbutírico Peso seco de micelio Número de esporas' Esterigmatocistina 
(mM) (mg) (x107) (ng/mg de micelio) 

0 258.0 a 111.8 a 52.8 a 

0.0492 217.7 a 79 7 a 50.2 a 

0.4921 215.5 a 79.7 a 60.9 a 

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

Tabla 12. Efecto de dos concentraciones de la sal de Potasio del Ácido Indolbutírico sobre 
Aspergillus nidulans (FGSC 26) en medio sintético. 

Ácido Indolbutírico Peso seco de micelio Número de esporas* Esterigmatocistina 
(mM) (mg) (x107) (ng/mg de micelio) 

0 239.8 a 74.2 a 27.4 a 

0.0414 198.5 a 56.2 a 31.4 a 

0.4144 221.2 a 67 9 a 32.6 a 



Ácido Jasmónico. 

En el caso del Ácido Jasmónico sólo se evaluó la concentración de 1 mM reportada 

por Goodrich-Tanrikulu ef al (1995) como inhibitoria de la síntesis de aflatoxina. El Ácido 

Jasmónico se disolvió en acetona por lo que se incluyó un tratamiento con éste compuesto 

como control agregado en una cantidad igual a la que se utilizó para disolver el Ácido 

Jasmónico. El Ácido Jasmónico inhibió significativamente la esporulación al reducirla en 

un 70.2 % con respecto al control. El crecimiento micelial y la síntesis de 

esterigmatocistina no fueron afectadas a la concentración evaluada. Este regulador de 

crecimiento no fue evaluado a otras concentraciones porque se encontraron reportes de 

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

Tabla 13. Efecto del Acido Jasmönico sobre Aspergillus nidulans (FGSC 26) en medio 
sintetico. 

Acido Jasmónico Peso seco de micelio Número de esporas* Esterigmatocistina 
(mM) (mg) (x107) (ng/mg de micelio) 

0 

Acetona 

1 

240.9 a 

245.0 a 

226 6 a 

60.0 a 

38.7 a 

17.9 b 

45.0 a 

77.9 a 

81.0 a 



Ácido Naftalenacético. 

El Ácido Naftalenacético fue el regulador de crecimiento más estudiado por haberse 

encontrado efectos consistentemente inhibitorios sobre A. nidulans. 

Primeramente se utilizaron concentraciones bajas (entre 4x10"5 y 5.37x10'z mM), 

tanto de la forma pura como la de la sal de Potasio del Ácido Naftalenacético, no 

encontrándose para ningún caso efectos significativos sobre A. nidulans en ninguna de las 

tres variables utilizadas (tablas 14 y 15). 

Para la forma pura del Ácido Naftalenacético se encontró una inhibición significativa 

para el crecimiento, la espomlación y la síntesis de esterigmatocistina cuando la 

concentración se elevó a 5.37x10"1 mM (tabla 16). mientras que en su forma de sal de 

Potasio la inhibición se dio sólo en el crecimiento y en la esporulación al incrementarla a 

4.458x10"1 mM (tabla 17). En un segundo experimento para evaluar conjuntamente las 

mismas concentraciones del Ácido Naftalenacético (5.37x10"1 y 4.458x10"1 mM, para la 

forma pura y la de la sal de Potasio, respectivamente), la única inhibición significativa se 

encontró en el número de esporas para la forma de sal de Potasio del Ácido 

Naftalenacético; el crecimiento y la síntesis de esterigmatocistina se vieron reducidas pero 

la prueba estadística no las alcanzó a detectar como diferentes (tabla 18). 

Para constatar el efecto encontrado con el Ácido Naftalenacético, se decidió utilizar 

concentraciones más altas, empleando solamente la forma de sal de Potasio. Estas 

concentraciones fueron de 5 y 50 mM, encontrándose en ambas una inhibición 

significativa sobre el crecimiento y la esporulación, además, la concentración mas alta 

inhibió también la síntesis de esterigmatocistina (tabla 19). A 50 mM la inhibición fue 

categórica para los tres parámetros evaluados (88.8, 100 y 82.9 % para crecimiento, 

esporulación y síntesis de esterigmatocistina, respectivamente), siendo de resaltar la 

inhibición total de la esporulación. 



Los resultados ilustran que el Ácido Naftalenacético es un compuesto prometedor 

para inhibir los parámetros evaluados en A nidulans. 

Tabla 14. Efecto de dos concentraciones de Ácido Naftalenacético sobre Aspergillus 
nidulans (FGSC 26) en medio sintético. 

Ácido Naftalenacético Peso seco de micelio Número de esporas* Esterigmatocistina 
(mM) (mg) (X10t) (ng/mg de micelio) 

0 293.9 a 27.4 a 423.6 a 

0.00005 269.1 a 23.9 a 345.8 a 

0.0537 287.2 a 28.3 a 204 9 a 

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

Tabla 15. Efecto de dos concentraciones de la sal de Potasio del Ácido Naftalenacético 
sobre Aspergillus nidulans (FGSC 26) en medio sintético. 

Ácido Naftalenacético Peso seco de micelio Número de esporas* Esterigmatocistina 
(mM) (mg) (x107) (ng/mg de micelio) 

0 144.5 a 30.7 a 642 a 

0 00004 146.7 a 31.4 •a 65.0 a 

0 0446 184.4 a 39.3 a 75.9 a 



Tabla 16, Efecto de dos concentraciones de Ácido Naftalenacético sobre Aspergillus 
nidulans (FGSC 26) en medio sintético. 

Ácido Naftalenacético 
(mM) 

Peso seco de micelio 
(mg) 

Número de esporas 
(x107) 

Esterig matodstina 
(ng/mg de micelio) 

0 288.1 a 12.9 a 935.0 a 

0.0537 283.5 a 11.0 a 627.4 ab 

0.5370 245.7 b 2.9 b 553.1 b 

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

Tabla 17. Efecto de dos concentraciones de la sal de Potasio del Ácido Naftalenacético 
sobre Aspergillus nidulans (FGSC 26) en medio sintético. 

Ácido Naftalenacético Peso seco de micelio Número de esporas* Estengmatocistina 
(mM) (mg) (x107) (ng/mg de micelio) 

0 313 4 a 3 7 a 555.7 a 

0 0446 293 2 ab 2 8 ab 806.7 a 

0 4458 278.4 b 2 1 b 827 1 a 



Tabla 18. Efecto de la forma pura y como sal de Potasio del Ácido Naftalenacético sobre 
Aspergillus nidulans (FGSC 26) en medio sintético. 

Ácido Naftalenacético Peso seco de micelio Número de esporas* Esterigmatocistina 
(mg) (x107) (ng/mg de micelio) 

Control 273.3 a 96.9 a 75.2 a 

Forma pura 
(0.5370 mM) 255.2 a 80.4 ab 47.5 a 

Sal de K 
(0.4458 mM) 240.9 a 509 b 52.7 a 

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

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

Ácido Naftalenacético 
(mM) 

Peso seco de micelio 
(mg) 

Número de esporas 
(x107) 

Esterigmatocistina 
(ng/mg de micelio) 

0 219.7 a 13.9 a 3,724.4 a 

5 178.4 b 8.4 b 3,134.2 a 

50 24.7 c 0 c 638.4 b 



V.1.2. Experimentos con Aspergillus parasiticus. 

V. 1.2.1. Experimentos con Aspergillus parasiticus Ap3"6. 

La cepa Ap3-5 de A. parasiticus fue escogida por su homogeneidad genética según 

se indicó en el capitulo de Metodología, sin embargo la capacidad de producción de 

aftatoxinas se vio afectada totalmente a pesar de su crecimiento en el medio de cultivo 

favorable para síntesis de aflatoxina. 

Ácido Giberélico. 

Ninguna de las concentraciones utilizadas de la forma pura del Ácido Giberélico 

presentó un efecto significativo sobre el crecimiento y la esponjlactón de A. parasiticus 

Ap3"5 (tabla 20). Por no haberse producido aflatoxina, ésta variable no pudo ser evaluada. 

Tabla 20. Efecto de dos concentraciones de Ácido Giberélico sobre Aspergillus parasiticus 
(Ap5"5) en medio sintético. 

Ácido Giberélico Peso seco de micelio Número de esporas* Aflatoxina 
(mM) (mg) (x107) (ng/mg de micelio) 

0 262.4 ab 22.1 a 0 

0.0144 286.6 a 21.6 a 0 

0.1443 240.2 b 21.9 a 0 



Ácido Nafta lenacético. 

Para este regulador de crecimiento se utilizaron las concentraciones medias, tanto 

de la forma pura como la de la sal de Potasio. 

Tanto la forma pura como la de la sai de Potasio del Ácido Naftalenacético a las 

concentraciones de 5.370x10"1 y 4.458x10"1 mM, respectivamente, tuvieron un efecto 

inhibitorio en el cream iento y la esporulación de A. parasiticus Ap3"5 (tablas 21 y 22) 

alcanzando niveles de inhibición en la forma de sal de Potasio de hasta 42.5 y 69.1 % para 

el crecimiento y la esporulación, respectivamente (tabla 23). Por otro lado se encontró que 

las concentraciones bajas de 5 37x10"2 (forma pura) y 4.46x10"2 mM (sal de Potasio) del 

Ácido Naftalenacético, en ningún caso tuvo efectos significativos sobre la misma cepa, ni 

para el crecimiento ni para la esporulación (tablas 21 y 22) 

La cepa perdió su capacidad de producción de aflatoxina, imposibilitando la 

evaluación de este parámetro. Por esta razón la evaluación del efecto de los reguladores 

de crecimiento se realizó en ta cepa A. parasiticus ATCC 16992. Por esta razón la 

evaluación del efecto de los reguladores de crecimiento se realizó en la cepa A. 

parasiticus ATCC 16992. 



Tabla 21. Efecto de dos concentraciones de Acido Naftalenacético sobre Aspergillus 
parasiticus (Ap3*) en medio sintético. 

Ácido Naftalenacético Peso seco de micelio Número de esporas* Aflatoxina 
(mM) (mg) (x107) (ng/mg de micelio) 

0 225.4 a 5.1 a 0 

0.0537 206.2 a 5.2 a 0 

0.5370 1409 b 2.2 b 0 

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

Tabla 22. Efecto de dos concentraciones de la sal de Potasio del Ácido Naftalenacético 
sobre Aspergillus parasiticus (Ap3"5) en medio sintético. 

Ácido Naftalenacético Peso seco de micelio Número de esporas Aflatoxina 
(mM) (mg) (x1Q7) (ng/mg de micelio) 

0 258.4 a 6 3 ab 0 

0 0446 258 9 a 7.2 a 0 

0.4458 189.5 b 4.3 b 0 



Tabla 23. Efecto de dos concentraciones de la sal de Potasio del Ácido Naftalenacético 
sobre Aspergillus parasiticus (ApV5) en medio sintético . 

Ácido Naftalenacético Peso seco de micelio Número de esporas 
(x107) 

Aflatoxina 
(ng/mg de micelio) (mM) (mg) 

0 228 5 a 13.9 a 0 

0.0446 202.7 a 11.2 a 0 

0.4458 131.3 b 4.3 b 0 

' Los datos presentados en esta tabla son los resultados de un experimento repetido en 
idénticas condiciones al experimento cuyos resultados se muestran en la tabla 24. 
" Totales del cultivo. 
Medias de 5 repeticiones por tratamiento; valores con la misma tetra en sentido vertical 
son estadísticamente iguales (Tukey a p=0.05). 

V.1.2.2. Experimentos con Aspergillus parasiticus ATCC 16992. 

La cepa A. parasiticus ATCC 16992 produce cantidades elevadas de aflatoxinas Bi, 

B2, Gi y G2. en el medio de cultivo de Hsieh y Máteles descrito en el capítulo de 

Metodología. 

Ácido 2,4-Diclorofenoxiacético. 

La sal de Sodio del Ácido 2,4-Oiclorofénoxiacético fue evaluada en primer término 

utilizando concentraciones bajas. La concentración de 2.058 x 101 mM produjo una 

estimulación en la síntesis de aflatoxinas (tabla 24). Como este efecto no fue similar al 

encontrado con la cepa A. nidulans FGSC-26, se decidió incrementar las concentraciones 

de este regulador de crecimiento. En la tabla 25 se ilustra como los tres parámetros 

evaluados se vieron inhibidos cuando las concentraciones de la sal de Sodio del Ácido 



2,4-Diclorofenoxiacético se elevaron a 5 y 50 mM; el crecimiento, ia espomlación y la 

síntesis de aflatoxinas se redujeron hasta en un 34.5, 67.2 y 86.6 %, respectivamente. 

Tabla 24. Efecto de dos concentraciones de la sal de Sodio del Ácido 2,4 
Diclorofenoxiacétíco sobre Aspergillus parasiticus (ATCC 16992) en medio sintético. 

Ácido 2,4-0 Peso seco de micelio Número de esporas Aflatoxina 
(mM) (mg) (x107) (ng/mg de micelio) 

0 559.4 ab 12.9 a 1,468.9 b 

0.0206 575.0 a 17.7 a 2,700.3 ab 

0.2058 492.5 b 25.1 a 4,516.2 a 

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

Tabla 25. Efecto de dos concentraciones de la sal de Sodio del Ácido 2,4-
Diclorofenoxiacético sobre Aspergillus parasiticus (ATCC 16992) en medio sintético. 

Ácido 2,4-D Peso seco de micelio Número de esporas' Aflatoxina 
(mM) (mg) (x107) (ng/mg de micelio) 

0 334.4 a 19.2 a 2,244.9 a 

5 225.6 b 6.3 b 808 9 b 

50 218.9 b 13.4 a 295.1 b 



Ácido Giberélico. 

La forma pura del Ácido Giberélico evaluada a concentraciones bajas (1.443x10' 

mM) mostró un efecto estimulatorio en la síntesis de aflatoxinas, al incrementar su 

producción en un 85.4 %; el crecimiento y la esporulación no se vieron significativamente 

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

la concentración de 1.44x1o"2 (tabla 26). 

Tabla 26. Efecto de dos concentraciones del Ácido Giberélico sobre AspergiUus 
parasitícus (ATCC 16992) en medio sintético. 

Ácido Giberélico Peso seco de micelio Número de esporas* Aflatoxina 
(mM) (mg) (x107) (ng/mg de micelio) 

0 567.7 a 11.9 a 791.3 b 

0.0144 492.5 a 9.9 a 1,026.7 ab 

0.1443 505.9 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 estadísticamente iguales (Tukey a p=0.05). 

Ácido Indolbutírico. 

La sal de Potasio del Ácido Indolbutírico se evaluó a dosis altas de 5 y 50 mM, 

encontrándose un efecto altamente inhibitorio en el crecimiento y la síntesis de aflatoxinas; 

ambos procesos se vieron reducidos en un 78.6 y 92.3 %, respectivamente. Es interesante 

notar que el efecto sobre la esporulación fue estimulatorio; la concentración de 50 mM 



Tabla 27. Efecto de dos concentraciones de la sal de Potasio del Ácido Indolbutirica sobre 
Aspergillus parasiticus (ATCC 16992) en medio sintético. 

Ácido Indolbutinco Peso seco de micelio Número de esporas 
(x107) 

Aflatoxma 
(ng/mg de micelio) (mM) (mg) 

0 447.1 a 7.9 b 556.1 a 

5 3916 a 22.2 ab 417.2 a 

50 95.8 b 28 8 a 42.7 b 

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

Ácido Naftalenacético. 

La forma pura del Ácido Naftalenacético fue evaluada a las concentraciones de 

5.37x10"2 y 5.37x10'1 mM. Dos experimentos idénticos fueron conducidos, con la 

diferencia de que uno se dejó incubar cinco días mientras que el otro se dejó seis. El 

crecimiento se vio inhibido en un 31.2 % y la esporulación incrementada en un 204 %, 

cuando la concentración fue de 5.37X10'1 mM y el hongo se dejó incubando por seis días, 

(tabla 28). A la concentración menor (5.37X10~2 mM). o cuando el hongo se incubó por 

cinco días, ambos parámetros no se vieron modificados respecto al control (tabla 29). La 

síntesis de aflatoxinas se vio estimulada a la concentración de 5.37x1o*2 mM cuando el 

hongo se incubó cinco días, pero este efecto no se repitió ni a la dosis mayores ni cuando 

se incubó por seis días. 

La sal de Potasio del Ácido Naftalenacético fue evaluada a concentraciones bajas, 

medias y altas A partir de la concentración de 4.458x10'1 mM se encontró un efecto 



consistentemente inhibitorio en el crecimiento micelial (tabla 30). En cambio se requirió de 

una concentración mayor para lograr un efecto en la esporulación, y fue hasta 50 mM en 

que se observó una estimulación al incrementarse de manera consistente el número de 

esporas (tablas 32 y 33); el incrementa de la esporulación llegó a ser de hasta 196.8 % 

con respecto al control. Para la síntesis de aflatoxinas, un efecto inhibitorio se comenzó a 

notar desde la concentración de 5 mM (tabla 32) pero dicho efecto sólo fue consistente a 

la concentración 50 mM 

Tabla 28. Efecto de dos concentraciones del Ácido Naftalenacético sobre Aspergillus 
parasiticus (ATCC 16992) en medio sintético (6 días de incubación). 

Ácido Naftalenacético Peso seco de micelio Número de esporas' Aflatoxina 
(mM) (mg) (x107) (ng/mg de micelio) 

0 614.5 a 12.6 b 728.3 a 

0.0537 610.2 a 15.1 b 1,063.2 a 

0.5370 423.0 b 38.3 a 926 0 a 

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



Tabla 29. Efecto de dos concentraciones del Ácido Naftalenacético sobre Aspergillus 
parasiticus (ATCC 16992) en medio sintético (5 días de incubación). 

Ácido Naftalenacético Peso seco de micelio Número de esporas' Aflatoxina 
(mM) (mg) (X10 7 ) (ng/mg de micelio) 

0 266.7 ab 8.1 a 1,743 2 b 

0.0537 180.6 b 12.1 a 3,495 4 a 

0.5370 323.2 a 8 6 a 1,192 6 b 

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

t 

Tabla 30. Efecto de dos concentraciones de la sal de Potasio del Ácido Naftalenacético 
sobre Aspergillus parasiticus (ATCC 16992) en medio sintético 

Ácido Naftalenacético Peso seco de micelio Número de esporas Aflatoxina 
(mM) (mg) (x107) (ng/mg de micelio) 

0 567.8 a 22.9 a 1,515.3 a 

0.0446 552.7 a 30.5 a 1,502.1 a 

0.4458 465.4 b 33.5 a 1,245.6 a 



Tabla 31. Efecto de dos concentraciones de la sal de Potasio del Ácido Naftalenacético 
sobre Aspergillus parasiticus (ATCC 16992) en medio sintético. 

Ácido Naftalenacético Peso seco de micelio Número de esporas* Aflatoxina 
(mM) (mg) (x107) (ng/mg de micelio) 

0 432.9 a 14.4 a 1.198.6 a 

0.5 356.2 b 13.7 a 1,100.4 a 

5 263 2 C 13.4 a 791.9 a 

Totales del cultivo. 
Medias de 5 repeticiones por tratamiento; valores con la misma letra en sentido vertical 
son estadísticamente iguales (Tukey a p=0 05). 

Tabla 32. Efecto de dos concentraciones de la sai de Potasio del Ácido Naftalenacético 
sobre Aspergillus parasäicus (ATCC 16992) en medio sintético. 

Ácido Naftalenacético Peso seco de micelio Número de esporas Aflatoxina 
(mM) (mg) (x107) (ng/mg de micelio) 

0 548.5 a 13.0 b 1,657.3 a 

5 271 1 b 19.8 ab 541.1 b 

50 141.4 c 34.9 a 947.6 b 



Tabla 33. Efecto de dos concentraciones de la sal de Potasio del Ácido Naftalenacético 
sobre Aspergillus parasiticus (ATCC 16992) en medio sintético*. 

Ácido Naftalenacético Peso seco de micelio Número de esporas** Aflatoxina 
(mM) (mg) (x107) (ng/mg de micelio) 

0 512.2 a 12.6 b 1,487.1 a 

5 231.3 b 10.4 b 1,013.8 a 

50 1451 C 37.4 a 171.6 b 

* Los datos presentados en esta tabla son los resultados de un experimento repetido en 
idénticas condiciones al experimento 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 estadísticamente iguales (Tukey a p=0 05). 

V.2. Efecto in vitro del Ácido Naftalenacético en granos de maíz inoculados con 

Aspergillus parasiticus. 

El efecto de la sal de Potasio del Ácido Naftalenacético encontrado sobre A. 

parasiticus en medios sintéticos, se evaluó utilizando granos de maíz. De esta manera, 

granos esterilizados del híbrido de maíz A-791 fueron inoculados con la cepa A. 

parasiticus ATCC 16992 tratados previamente con una solución 50 mM de dicho regulador 

de crecimiento. Dos experimentos repetidos en idénticas condiciones fueron desarrollados 

y sus resultados son mostrados en las tablas 34 y 35. En ambos casos se inhibió 

significativamente la esporulación y la síntesis de aflatoxinas cuando estuvo presente el 

regulador de crecimiento, alcanzando niveles máximos de inhibición de 75.9 y 79.6 %, 

respectivamente. En el control positivo (granos de maíz inoculados con A. parasiticus y sin 



el regulador de crecimiento), puede notarse la alta capacidad de producción de aflatoxinas 

de la cepa utilizada, la cual produjo niveles de contaminación del grano de hasta 49,225 

iigfKg de maíz en las condiciones dadas de incubación y con el nivel de inoculo utilizado 

(tabla 35). 

En ambas tablas se puede observar que en el maíz sin inoculo de A. parasiticus no 

se encontraron esporas, lo que corrobora la ausencia de crecimiento de dicho hongo en 

estos matraces; se encontraron niveles basales de aflatoxina los cuales probablemente 

venían en el maíz original y no fueron destruidas al someterlos a esterilización en la 

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

tratamientos que sí recibieron el inoculo de A. parasiticus. 

Tabla 34. Efecto de la sal de Potasio del Ácido Naftalenacético (ANA) sobre la 
esporulación y síntesis de aflatoxinas de la cepa Aspergillus parasiticus ATCC 16992 
inoculada en granos de maíz. 

Tratamiento Número de Producción de aflatoxinas 
esporas/50 g 

ANA A. parasiticus de maíz ng/50 g de ng/Kg de 
(mM) (esporasxl O7) (x107) maíz maíz 

50 1 11.2 a 670 a 17,400 a 

0 1 46.5 b 1,930 b 38.600 b 

0 0 0 c 1.47 c 29 C 



Tabla 35. Efecto de la sal de Potasio del Ácido Naftalenacético (ANA) sobre la 
esporulación y síntesis de aflatoxinas de la cepa Aspergillus parasiticus ATCC 16992 
inoculada en granos de maíz . 

Tratamiento Número de Producción de aflatoxinas 
esporas/50 g 

ANA A. parasiticus de maíz ng'50 g ^g/Kg 
(mM) (esporasxIO7) (x10r) de maíz de maíz 

50 1 2.2 a 502 a 10,050 a 

0 1 6.8 b 2,461 b 49,225 b 

0 0 0 c 3.03 c 61 c 

* 

Los datos presentados en esta tabla son los resultados de un experimento repetido en 
idénticas condiciones al experimento cuyos resultados se muestran en la tabla 34. 
Granos de maíz originalmente esterilizados. 
Medias de 5 repeticiones por tratamiento; valores con la misma letra en sentido vertical 
son estadísticamente iguales (Tukey a p=0.05). 

V.3. Efecto de la sal de Potasio del Ácido Naftalenacético sobre la expresión del gen 

flbA de Aspergillus parasiticus. 

Para determinar si la expresión del gen flbA se veía modificada en presencia del 

Ácido Naftalenacético, se utilizó la 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. 



correspondiente del gen. De esta forma se procedió al estudia. En la figura 1 se puede 

observar que el nivel de transcritos del gen flbA después de 48 horas de incubación se vio 

reducido cuando el hongo se cultivó en presencia de la sal de Potasio del Ácido 

Naftalenacético 50 mM, indicando un efecto inhibitorio de este regulador de crecimiento 

sobre los niveles de transcripción de dicho gen. 

V.4. Efecto de los extractos y tejidos de maiz sobre Aspergiilus nidutans y A 

parasitícus en medios sintéticos. 

V.4.1. Experimentos con Aspergillus nidutans FGSC-26. 

Sobre esta cepa fueron evaluados los efectos tanto de tejidos como de extractos de 

estigmas, elote y brácteas florales del maíz. 

Tejidos de maíz. 

Los resultados del experimento conducido utilizando diferentes tejidos de maíz se 

muestran en la tabla 36. Con todos los tejidos utilizados se encontró un incremento 

significativo en el peso seco de micelio del orden de 132.3, 142.5 y 202.6 % para los 

tejidos de estigmas, brácteas florales y elote, respectivamente. Los procesos de 

esparulación y de nignific de esterigmatocistina se vieron estimulados Qignificativamente 

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

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

Tipo de tejido Peso seco de micelio Número de esporas' Esterigmatocistina 
de maíz (mg) (x107) (ng/mg de micelio) 

Control 175.6 c 8.3 b 142.7 b 

Estigmas 408.0 b 26.7 a 524.9 a 

Elote 531 3 a 8.1 b 166.4 b 

Brácteas 4259 b 16 4 ab 291.9 ab 

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

Extractos etanólicos. 

Los resultados de evaluar los extractos etanólicos de estigmas, elote y brácteas 

florales del maíz son presentados en las tablas 37, 38 y 39, respectivamente. En todos los 

casos se incluyó un control donde se utilizó una cantidad de etanoi igual a ta utilizada en el 

tratamiento con el extracto. En este sentido, se observó que el etanoi tuvo un efecto 

significativo sobre el crecimiento, la esporulación y la síntesis de esterigmatocistina 

cuando fue utilizado en una concentración al 4 % (tabla 37), sin embargo cuando dicha 

concentración se redujo al 2 % el efecto fue nulo en el crecimiento micelial, pero se 

mantuvo para los otros dos parámetros (tabla 38). Cuando la concentración del etanoi se 

redujo hasta un 0.2 %, ningún efecto fue encontrado en ninguno de los parámetros 

evaluados (tabla 39). 



Respecto al efecto de los extractos etanólicos, en la tabla 37 se puede observar el 

caso del extracto etanólico de estigmas agregado al medio de cultivo a una concentración 

del 4- %. El crecimiento, la esporulación y la síntesis de esterigmatocistina mostraron una 

diferencia significativa con respecto al control, pero como su comportamiento fue igual al 

del tratamiento solo con etanol, no se pudo dilucidar entre el efecto del extracto por si 

mismo y el etanol en que iba disuelto. Un resultado similar se encontró con el extracto 

etanólico de elote agregado al medio de cultivo a una concentración del 2 %; pues aunque 

se observó una inhibición en la esporulación y la síntesis de esterigmatocistina, este 

comportamiento resultó igual al del tratamiento solo con etanol (tabla 38). El extracto 

etanólico de brácteas florales del maíz fue evaluado a una concentración demasiado baja 

y su efecto no fue registrado (tabla 39). 

Tabla 37. Efecto del extracto etanólico de estigmas de maíz sobre Aspergitlus nidulans 
(FGSC 26) en medio sintético. 

Tratamiento Peso seco de micelio Número de esporas* Esterigmatocistina 
(mg) (x107) (ng/mg de micelio) 

Control 297.9 a 12.83 a 134.6 a 

Etanol (4%) 115.9 b 0.26 b 20.2 ab 

Extracto de 
estigmas (4%) 106.6 b 0.11 b 17.2 b 



Tabla 38. Efecto del extracto etanólico de elote de maíz sobre Aspergillus nidulans (FGSC 
26) en medio sintético. 

Tratamiento Peso seco de micelio Número de esporas Esterigmatocistina 
(mg) (x107) (ng/mg de micelio) 

Control 313.0 a 111.3 a 57.2 a 

Etanol (2 %) 295.1 a 2.0 b 2.6 b 

Extracto de 
elote (2 %) 2283 a 1.9 b 6.3 b 

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

Tabla 39. Efecto del extracto etanólico de brácteas de maíz sobre Aspergillus nidulans 
(FGSC 26) en medio sintético. 

Tratamiento Peso seco de micelio Número de esporas* Esterigmatocistina 
(mg) (x 107) (ng/mg de micelio) 

Control 282.4 a 65.8 a 164.2 a 

Etanol (0.2 %) 292.7 a 32.5 a 205.9 a 

Extracto de 
brácteas (0.2 %) 304.9 a 50.6 a 231.7 a 



Extractos etanóllcos 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 brácteas florales del maíz 

fueron resuspendidos en agua. En todos los casos se usó una concentración al 4 %. 

En un primer experimento el extracto de estigmas incrementó significativamente la 

síntesis de esterigmatocistina en un 401.3 %, pero no tuvo efectos sobre el crecimiento y 

la esporulación (tabla 40). Al evaluarse este mismo extracto en un segundo experimento, 

de nueva cuenta la síntesis de esterigmatocistina se vio incrementada en un 454.8 %, pero 

además también el crecimiento se estimuló en un 30.0 %; la esporulación 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 esporulación y la síntesis de esterigmatocistina (tablas 41 y 42). Los 

incrementos máximos logrados fueron del orden de 58 9, 65.9 y 190.1 %, 

respectivamente. 

El extracto de brácteas florales solo fue evaluado una vez encontrándose un efecto 

estimulatorio en los tres parámetros evaluados. El crecimiento, la esporulación y la síntesis 

de esterigmatocistina se vieron incrementados en un 112.1, 194.6 y 89.7 %, 

respectivamente (tabla 42). 



Tabla 40. Efecto del extracto etanólico de estigmas de maíz, evaporado y resuspendido en 
agua sobre Aspergillus nidulans (FGSC 26) en medio sintético. 

Tratamiento Peso seco de micelio 
(mg) 

Número de esporas' 
(X10T) 

Esterigmatocistina 
(ng/mg de micelio) 

Control 307.6 a 147.18 a 70.6 b 

Etanol (4 %) 82 8 b 0.08 b 50.5 b 

Extracto de 
estigmas (4 %) 311.7 a 77.26 a 353.9 a 

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

Tabla 41. Efecto de los extractos etanólicos de estigmas y elote de maíz, evaporados y 
resuspendidos en agua sobre Aspergillus nidulans (FGSC 26) en medio sintético. 

Tratamiento Peso seco de micelio Número de esporas* Esterigmatocistina 
(mg) (x107) (ng/mg de micelio) 

Control 275.8 b 39.1 b 136.8 c 

Extracto de 

estigmas (4%) 333.6 a 45.3 ab 759.0 a 

Extracto de elote (4%) 357.4 a 64.5 a 396.8 b 



Tabla 42. Efecto de los extractos etanólicos de elote y brácteas de maíz, evaporados y 
resuspendidos en agua sobre Asperg/í/us nidulans (FGSC 26) en medio sintético. 

Tratamiento Peso seco de micelio Número de esporas' Esterigmatocistina 
(mg) (x107) (ng/mg de micelio) 

Control 173.1 c 27.9 b 174.9 b 

Extracto de 
elote (4 %) 275.1 b 46.3 ab 302.5 a 

Extracto de 
brácteas (4 %) 367.2 a 82.2 a 331 8 a 

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

Extractos etanólicos evaporados y resuspendidos nuevamente en etanot. 

Al momento de preparar los extractos de maíz como se detalló en el capítulo de 

Metodología, un residuo de éstos no fue soluble en agua, por lo que se resuspendió en el 

mismo etanol para evaluar si contenia compuestos del maíz que pudieran tener algún 

efecto sobre Aspergiilus. En este caso también fue dejado un tratamiento con etanol, 

observándose nuevamente un efecto inhibitorio de este compuesto sobre el crecimiento y 

la espomlación de A. niduíans] la síntesis de esterigmatocistina también se vio reducida 

aunque la prueba estadística no la detectó como diferente (tabla 43). 

Respecto al efecto del extracto resuspendido en etanol, solo se trabajó el de 

estigmas y sus resultados se observan en la misma tabla. Un efecto inhibitorio de los tres 



concentración de 4 %; La inhibición fue de 72.9, 99.7 y 100 % para el crecimiento, la 

esporulación y la síntesis de esterigmatocistina, respectivamente. Aunque es de resaltar la 

casi inhibición total en la esporulación y total en la síntesis 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 etanólico de estigmas de maíz, evaporado y resuspendido 
nuevamente en etanol sobre Aspergillus nkíulans (FGSC 26) en medio sintético. 

Tratamiento Peso seco de micelio 
(mg) 

Número de esporas' 
(X107) 

Esterigmatocistina 
(ng/mg de micelio) 

Control 225.9 a 63 95 a 32.5 a 

Etanol (4 %) 51.8 b 0.12 b 152 a 

Extracto de 
estigmas (4 %) 61.2 c 0.18 b 0 b 

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



escogida en un principio pero por la inhibición que presentó al cultivarse en el medio de 

cultivo elegido, solo se alcanzaron a realizar dos experimentos. 

Extractos etanólicos. 

En un primer experimento se evaluó el efecto del extracto etanólico de estigmas de 

maíz utilizando una concentración del 2 % (tabla 44); se puede observar que en el 

crecimiento micelial no hubo un efecto significativo al utilizarse dicho extracto, pero si en la 

variable número de esporas, donde ocurrió una inhibición del 69.9 % con respecto al 

control. Al Igual que en los experimentos realizados con A. nidulans, el etanol tuvo efectos 

inhibitorios sobre la cepa A. parasiticus Apvs con la concentración del 2 %, incluso en el 

crecimiento en donde a esta concentración no se había tenido efecto en A. nidulans. 

Tabla 44. Efecto del extracto etanólico de estigmas de maiz sobre Aspergillus parasiticus 
Ap3-5 en medio sintético. 

Tratamiento Peso seco de micelio 
(mg) 

Número de esporas* 
(x107) 

Aflatoxina 
(ng/mg de micelio) 

Control 200.3 a 10.95 a 0 

Etanol (2 %) 111.8 b 0.31 c 0 

Extracto de 
estigmas (2 %) 176.6 a 3.30 b 0 



Extractos etanólicos evaporados y resuspendidos en agua. 

Los extractos etanólicos de elote y brácteas florales del maíz evaporados y 

resuspendidos en agua fueron evaluados sobre A. paras'rticus Ap1-5 y sus resultados son 

mostrados en la tabla 45. En este caso solo se encontró un efecto estimulatorio con el 

extracto de elote sobre la variable de crecimiento micelial, lográndose un aumento con 

respecto al control de 14.4 %. El extracto de brácteas florales no manifestó ningún efecto 

en el crecimiento de hongo, al igual que la producción 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 demás parámetros evaluados, se 

debió a que este experimento se incubó a 28° C, cuando la temperatura ideal para el 

crecimiento y desarrollo de la cepa A. parasiticus Ap3"5 es de 38° C Por esta razón la 

esporulación fue casi nula, aun en el control. 

Tabla 45. Efecto de los extractos etanólicos de elote y brácteas de maíz, evaporados y 
resuspendidos en agua sobre Aspergillus parasiticus Ap en medio sintético. 

Tratamiento Peso seco de micelio 
(mg) 

Número de esporas* 
(x107) 

Aflatoxina 
(ng/mg de micelio) 

Control 295.1 b 0.63 a 0 

Extracto de 
elote (4 %) 337.6 a 0 75 a 0 

Extracto de 
brácteas (4 %) 280.5 b 0.83 a 0 



V.4.3. Experimentos con Aspergillus parasiticus ATCC 16992. 

Los experimentos utilizando la cepa A. parasrt/cus ATCC 16992 fueron realizados 

solo con el extracto de estigmas de maiz. No se evaluó en este caso el extracto etanólico, 

sino solo los que resultaron de evaporar a éste y resuspenderlo en agua o en el mismo 

etanol. 

Extractos etanóticos evaporados y resuspendidos en agua. 

En el caso del extracto etanólico de estigmas evaporado y resuspendido en agua, 

se evaluaron concentraciones de 4, 8 y 16 %. Un efecto estimulatono sobre el crecimiento 

micelial fue encontrado a partir de la concentración de 8 % (tabla 46), conservándose 

dicho efecto cuando la concentración del extracto se elevó hasta 16 %, siendo en esta 

última concentración donde se obtuvo el máximo efecto al incrementarse el crecimiento 

micelial del hongo en un 40.1 % con respecto al control (tabla 47). La espomlación 

también se vio estimulada cuando se utilizaron las concentraciones del extracto de 8 y 16 

% (tabla 47); la cantidad de esporas se incrementó en un 574.7 % cuando se utilizó la 

máxima concentración del extracto acuoso de estigmas. 

Contrario al efecto estimulatono encontrado en la síntesis de esterigmatocistina en 

A. nidulans al utilizar este mismo extracto, en A. parasiticus ATCC 16992 el efecto fue de 

una marcada inhibición de la síntesis de aflatoxinas al utilizar cualquiera de las 

concentraciones evaluadas de este extracto (tablas 46 y 47). El rango de inhibición de este 

proceso metabòlico estuvo entre 82.9 y 87.3 % en las diferentes concentraciones del 

extracto utilizadas. 



Tabla 46. Efecto del extracto etanólico de estigmas de maíz, evaporado y resuspendido en 
agua sobre Aspergillus parasiticus (ATCC 16992) en medio sintético. 

Tratamiento Peso seco de micelio Número de esporas Aflatoxína 
(mg) (x107) (ng/mg de micelio) 

Control 579.4 b 13.1 a 1,329.9 a 

Extracto de 

estigmas (4%) 644.7 ab 15.0 a 174.3 b 

Extracto de estigmas (8%) 690.2 a 16.7 a 168.3 b 

* Totales del cultivo. 
Medias de 5 repeticiones por tratamiento; valores con la misma letra en sentido vertical 
son estadísticamente ¡guales (Tukey a p=0.05). 

Tabla 47. Efecto del extracto etanólioo de estigmas de maíz, evaporado y resuspendido en 
agua sobre Aspergillus parasiticus (ATCC 16992) en medio sintético. 

Tratamiento Peso seco de micelio Número de esporas* Aflatoxina 
(mg) (x107) (ng/mg de micelio) 

Control 460.6 b 9.9 b 1,205.9 a 

Extracto de 

estigmas (8%) 621.5 a 41.5 a 167.3 b 

Extracto de estigmas (16%) 645.4 a 66.8 a 206.2 b 

Totales del cultivo. 



Extractos etanólicos evaporados y resuspendidos nuevamente en etanol. 

Al igual que con las cepas anteriores, el etanol tuvo un efecto significativamente 

inhibitorio sobre el crecimiento y la esporulación de A. parasíticas ATCC 16992. En 

cambio, la síntesis de aflatoxinas no se vio notablemente modificada con respecto al 

control (tabla 48). 

El efecto del etanol sobre el hongo no permitió separar adecuadamente el del 

extracto etanólico de estigmas evaporado y resuspendido nuevamente en ese mismo 

compuesto, resultando este tratamiento similar al que incluyó solamente el etanol (tabla 

4B). 

Finalmente se utilizó el extracto etanólico de estigmas de maíz, evaporado y 

resuspendido nuevamente en el mismo etanol, pero en este caso, en uno de los 

tratamientos se aplicó directamente dicho extracto a una dosis de 2 mi por matraz 

conteniendo 50 mi de medio de cultivo (de igual forma como se hizo en el experimento 

cuyos resultados se muestran en la tabla 48), mientras que en el otro tratamiento se volvió 

a evaporar la mitad del etanol, de manera de obtener la misma cantidad de extracto pero 

disuelto en solo 1 mi de etanol, y agregándolo a cada matraz conteniendo 50 mi de medio 

de cultivo. De esta forma se quiso dilucidar el efecto combinado del extracto y el etanol. 

Los resultados son mostrados en la tabla 49 donde se puede observar que solo donde se 

utilizaron los 2 mi de etanol se obtuvo una reducción en el crecimiento del hongo. Este 

resultado indica que el efecto en la reducción del crecimiento se debió al etanol y no al 

extracto, ya que cuando se uso solo 1 mi de etanol (pero la misma cantidad de extracto) 

no hubo diferencia en comparación al control. La esporulación se vio reducida, siendo 

mayor el efecto cuanto mayor fue la cantidad de etanol utilizada. Nuevamente la síntesis 

de aflatoxinas no se vio significativamente modificada. 



Tabla 48. Efecto del extracto etanólico de estigmas de maíz, evaporado y resuspendido 
nuevamente en etanol sobre Aspergillus parasiticus (ATCC 16992) en medio sintético. 

Tratamiento Peso seco de micelio Número de esporas Aflatoxina 
(mg) (x1Q7) (ng/mg de micelio) 

Control 590.1 a 962 a 911.3 a 

Etanol (4 %) 240.7 b 001 b 707.4 a 

Extracto de 
estigmas (4 %) 284.0 b 0.02 b 939.5 a 

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

Tabla 49. Efecto del extracto etanólico de estigmas de maíz, evaporado y resuspendido 
nuevamente en etanol sobre Aspergillus parasiticus (ATCC 16992) en medio sintético. 

Tratamiento Peso seco de micelio 
(mg) 

Número de 
esporas"" 

(x107) 

Aflatoxina 
(ng/mg de micelio) 

Control 564.1 a 9.7 a 861.0 a 

Extracto de 
estigmas (4 %)* 2591 b 0 C 608.0 a 

Extracto de 
estigmas (4 %)** 558.8 a 2.1 b 928.2 a 

Suspendido en 2 y en 1 m f de etanol/50 mi de medio de cultivo. 
*** Totales del cultivo. 
Medias de 5 repeticiones por tratamiento; valores con la misma letra en sentido vertical 
son estadísticamente iguales (Tukey a p=0.05). 



VI. DISCUSIÓN 

VI. 1- Efecto de los reguladores del crecimiento sobre AspergíHus n/du/ans y A. 

parasiticus en medios sintéticos. 

Los reguladores de crecimiento vegetal son compuestos distribuidos en todas las 

partes de la planta; en semillas de maíz en desarrollo, en reposo o en germinación se ha 

reportado la presencia de Ácido Indolacético, Ácido Abscisico, Giberelinas y Citooninas 

(Davies, 1995; Fong ef al, 1983; Wright ef al, 1991). Con el propósito de elucidar si los 

reguladores de crecimiento de las plantas tenían algún efecto sobre algunos hongos que 

interactúan con ellas, en este estudio se analizaron diez reguladores de crecimiento y se 

evaluó su efecto sobre el crecimiento, la esporulación y la producción de micotoxinas de A. 

nidulans y A. parasiticus. Un efecto consistente del Ácido Naftalenacético se encontró a 

partir de las concentraciones de 5.37x10'1 y 4.458x1Q"1 mM, para la forma pura y la de sal 

de Potasio, respectivamente. Este efecto se observó en ambas cepas de los hongos 

utilizados, de tal manera que este regulador de crecimiento se identificó como el 

compuesto más prometedor de entre los que fueron evaluados. Mas adelante en esta 

misma sección se detallan los resultados con dicho regulador 

Un efecto interesante de ser considerado en posteriores estudios se observó 

cuando se utilizaron concentraciones altas de la sal de Potasio del Ácido Indolbutírico y la 

sal de Sodio del Ácido 2,4-Diclorofenoxiacético en A. paras/í/cus. En contraste, la sal de 

Sodio del Ácido Indolacético y la de Potasio del Ácido Indolbutírico en A. n/du/ans no 

afectaron ninguno de los parámetros evaluados, debido posiblemente a las 

concentraciones tan bajas utilizadas (10"* mM). El resto de compuestos y concentraciones 

evaluadas tuvieron efectos parciales y ambiguos ya que inhibían o estimulaban sólo a 

algunos de los parámetros evaluados 



Cabe hacer notar que cuando se observó efecto, este en general fue de inhibición 

hacia los tras procesos metabólicos evaluados. Sin embargo la forma pura del Acido 

Giberélico estimuló la síntesis de micotoxinas tanto en A. nidulans como en A. parasiticus, 

a concentraciones bajas 

Otro efecto estimulatorio fue el observado en A. parasiticus ATCC 16992 sobre 

esporulación cuando se utilizaron concentraciones altas (50 mM) con ambas formas del 

Ácido Naftalenacético. 

La molarídad mínima del Acido Naftalenacético que produjo un efecto inhibitorio 

significativo sobre ambas especies de Aspergillus, fue de 5.37x10~1 para la forma pura y 

4.458x10'1 mM para la de la sal de Potasio. 

En A. nidulans las molaridades antes mencionadas inhibieron el crecimiento y la 

esporulación al utilizar ambas formas del Ácido Naftalenacético. La síntesis de 

esterigmatocistina solo disminuyó su producción con la forma pura del compuesto. Al 

utilizar la sal de Potasio del Ácido Naftalenacético a concentraciones más altas (5 y 50 

mM) se encontró que la dosis más alta causó una inhibición considerable sobre los tres 

parámetros evaluados. La disminución encontrada en el proceso de la esporulación 

asexual así como la reducción en la producción de esterigmatocistina es un fenómeno ya 

demostrado en A. nidulans por Hicks et al (1997) quienes encontraron que ambos 

procesos requirieron la inactivación del gen fadA. Guzmán-de-Pena y Ruiz-Herrera (1997), 

también describieron una correlación estrecha entre la esporulación y la síntesis de 

aflatoxina en A. parasiticus. Estos autores observaron que en condiciones de cultivo donde 

el hongo no esporuló no produjo micotoxina, de igual manera una mutante de esa misma 

especie, con sectores no esponjados eran incapaces de producir aflatoxina, en 

contraposición los sectores que presentaron esporulación normal produjeron más 

aflatoxina que la cepa silvestre. 



Este mismo efecto se observó cuando Cohén et al (1993) utilizaron al Acido 

Jasmónico y su ester metilado el cual actúa como señal química durante la germinación en 

la esporulación asexual de Phytophthora infestans. En el único experimento realizado en 

este estudio con Acido Jasmónico 1 mM, los resultados concuerdan con lo observado con 

Goodrich-Tannkulu el al (1995). 

Un comportamiento semejante al de A. nidulans, tanto en crecimiento como en 

esporulación presentó A. parasiticus Ap3"5 cuando ambos procesos fueron inhibidos por la 

forma pura y la de la sal de Potasio del Ácido Naftalenacético a partir de las 

concentraciones de 5.37x10 ' y 4.458x101 mM, respectivamente. Esta cepa no se evaluó 

en su síntesis de aflatoxinas debido a que dejó de producirlas en el medio de cultivo 

utilizado. El no haber encontrado aflatoxinas se atribuye al pH utilizado en el medio de 

cultivo donde se incubó este hongo. En experimentos realizados en el Laboratorio de 

Micotoxinas del CINVESTAV, Unidad Irapuato (datos no presentados) se encontró que al 

utilizar un pH de 6.5 en la cepa A. parasiticus Ap1"5, la esporulación y síntesis de 

aflatoxina se redujeron considerablemente en comparación de cuando se utilizó un pH de 

4.5. Otros autores han encontrado que la producción de aflatoxinas se reduce 

drásticamente cuando el pH es de 6.0 o mayor (Keller et al, 1997). Por esta razón ya no se 

evaluaron concentraciones mayores de éste u otros reguladores de crecimiento con esta 

cepa y se decidió cambiarla por otra altamente productora de aflatoxinas. 

Al igual como sucedió con A. nidulans FGSC 26 y A. parasiticus Ap3"5, el 

crecimiento de la cepa A. parasiticus ATCC 16992 también se vio inhibido por la forma 

pura y la de la sal de Potasio del Ácido Naftalenacético a partir de las concentraciones de 

5.37x101 y 4.458x10"' mM, respectivamente. Para concentraciones mayores solo se 

utilizó la sal de Potasio, encontrándose que dicha inhibición se acentuó cada vez más 

conforme la concentración del regulador de crecimiento se fue incrementando. El peso 



seco de micelio se redujo hasta casi cuatro veces cuando se usó la concentración 50 mM, 

en comparación con el tratamiento control. Sorprendentemente, en esta misma cepa tanto 

en concentraciones medias como en concentraciones altas, la esporulación se vio 

incrementada, siendo un fenómeno contrario a lo encontrado con A. nidulans. El 

incremento en la esporulación en presencia del Ácido Naftalenacético no puede ser 

generalizado a todas las cepas de A. parasiticus, ya que en experimentos similares 

realizados con la cepa A. parasiticus Ap3"5 se encontró una disminución y no un 

incremento de la esporulación. El incremento en la esporulación en A. parasiticus ATCC 

16992 se observó a partir de la concentración de 5.37x101 mM y se mantuvo en las de 5 y 

50 mM; aunque el área de crecimiento micelial se redujo por la inhibición producida por el 

Ácido Naftalenacético, la esporulación en ella se hizo más gruesa (en capas). En este 

estudio no pudimos demostrar porqué el Ácido Naftalenacético incrementó la esporulación 

en A parasiticus y la disminuyó en A. n/dufens. El efecto de disminución en el crecimiento 

y un consecuente incremento en la esporulación, ya fue demostrado en A. nrdu/ans por 

Skromne et ai (1995), quienes demostraron que el someter al hongo a una condición de 

estrés, trajo por consecuencia una reducción en el crecimiento micelial, situación que 

obligó al gen briA a expresarse y dar origen a una abundante esporulación. 

Por lo que respecta a la síntesis de aflatoxinas en la cepa A parasiticus ATCC 

16992, no se encontraron diferencias cuando se utilizaron concentraciones bajas y no 

mayores de 5mM del Ácido Naftalenacético. Sin embargo este resultado es atribuido a la 

variación intrínseca del hongo debida a la inestabilidad que presenta en la producción de 

aflatoxinas, fenómeno que fue demostrado en A. parasiticus por Mayne eí al (1971) y 

Guzmán-de-Peña eí al (en prensa). Sin embargo, cuando la concentración del Ácido 

Naftalenacético se aumentó a 50 mM, se observó una clara inhibición en la producción de 



flriufans. Aunque otros procesos metabólioos pueden ser afectados a concentraciones 

menores, la concentración de Ácido Naftalenacético 50 mM es requerida para inhibir 

consistentemente la producción de afiatoxinas de la cepa A. parasiticus ATCC 16992. 

La inhibición de afiatoxinas también ha sido reportada con el Metil Jasmonato, otro 

regulador del crecimiento vegetal, en donde se encontró que con concentraciones de 10~s 

mM se inhibió la síntesis de afiatoxinas hasta en un 96 %; los niveles submicromolares 

requeridos para causar dicho efecto indica que es improbable un efecto por actividad 

enzimática y se sugiere una inhibición de algún o algunos de los genes de la ruta 

biosintética de las afiatoxinas (Goodrich-Tanrikulu et al, 1995). 

Este efecto podría también deberse a otro efecto reportado de las auxmas que en 

las plantas pueden causar cambios en el pH del citoplasma, siendo posible que las bajas 

concentraciones de las mismas lo acidifiquen y las altas lo alcalinicen (Hobbie et al, 1994). 

Esto podría tener una relación con la inhibición encontrada en la síntesis de micotoxinas 

de Aspergillus cuando se utilizaron altas concentraciones de Ácido Naftalenacético, ya que 

en estudios hechos en nuestro laboratorio y en otros lugares (Keller et al, 1997), la 

producción de afiatoxinas se redujo drásticamente cuando el pH fue de 6.0 o mayor. 

Aunque cientos de compuestos han sido evaluados por su efecto sobre el 

crecimiento, esporulación y/o producción de afiatoxinas en A. fíavus y A. parasiticus (ver 

revisión de Zaika y Buchanan, 1987), los reguladores de crecimiento vegetal del tipo de las 

auxinas no han sido incluidas. El ácido Abscísico es un regulador de crecimiento vegetal 

evaluado por Norton en 1997, encontrando que con 760 pg/ml se logró un 50 % de 

inhibición de aflatoxina en A fíavus. Otros compuestos no hormonales presentes en las 

plantas de maíz han sido reportados como inhibidores de procesos metabólicos en 

Aspergillus fíavus, tal es el caso de los flavonoides los cuales fueron capaces de reducir la 



Se puede resumir que tanto para A. nidulans como para A. parasiticus las primeras 

concentraciones utilizadas del Ácido Naftalenacético resultaron demasiado bajas para 

producir algún efecto en el crecimiento, la esporulación o la síntesis de micotoxinas. Al 

usar concentraciones medias, los resultados fueron de inhibición, pero al no ser 

consistentes en todos los casos se decidió utilizar concentraciones mas altas, encontrando 

que 50 mM si fue consistente y afectó significativamente los tres parámetros mencionados. 

Cabe hacer mención que esta última concentración estuvo varios órdenes de magnitud por 

encima de las concentraciones de efecto hormonal. 

También se encontraron cambios en la pigmentación de las esporas, tanto de A. 

nidu/ans como de A. parasiticus. En todos los tratamientos donde hubo efecto con el Ácido 

Naftalenacético, el color de las colonias se modificó con respecto al control. Este cambio 

en la pigmentación de las esporas podría indicar que dicho regulador de crecimiento 

afecta algunos pasos de la síntesis de pigmentos de esporas. Se ha sugerido una relación 

entre la formación de pigmentos de esporas y la producción de micotoxinas de A. n/du/ans 

y A. parasiticus (Guzmán-de-Peña, 1996). Ambos metabolitos son derivados de la ruta de 

los policétidos (Brown eí ai, 1993; Brown y Salvo, 1994), sin embargo sería necesario 

realizar estudios que permitan elucidar en que punto de la ruta metabólica de ambos 

procesos ocurre esta relación. La misma relación ocurre con el Metil Jasmonato donde la 

síntesis de aflatoxinas y la producción de pigmentos se vieron inhibidos cuando A. flavus 

se cultivó en presencia de dicho compuesto (Goodrich-Tanrikulu et al, 1995). 

Finalmente se encontró un cambio en un hábito de crecimiento en la cepa A. 

parasrf/cus ATCC 16992 cuando se utilizaron concentraciones altas del Ácido 

Naftalenacético. Las puntas de las hifas tendieron a crecer verticalmente hacia arriba, 

formando abundante micelio aéreo. Un fenómeno similar fue encontrado por Yu et al 



(1999) quienes mencionan que la inactivación del gen flbA causó un crecimiento 

descontrolado y la proliferación de hifas aéreas ("fluffy"). 

VI.2. Efecto in vitro de la sal de Potasio del Ácido Naftalenacético en granos de maíz 

inoculados con Aspergillus parasiticus. 

El efecto inhibitorio consistente encontrado sobre la síntesis de aflatoxinas con 50 

mM de Ácido Naftalenacético en medio sintético nos motivó a evaluar el efecto utilizando 

granos de maíz (substrato natural) esterilizados inoculados con la cepa A. parasiticus 

ATCC 16992. La cantidad de esporas de A. parasiticus y la producción de aflatoxinas 

fueron altas en el maíz inoculado, y cuando se adicionó el Ácido Naftalenacético (50 mM) 

ambos productos se redujeron significativamente. En esta condición la esporulación del 

hongo se vio inhibida, situación contraria a la obtenida cuando se utilizó medio sintético. 

Los resultados demuestran que la inhibición que el Ácido Naftalenacético produjo sobre A. 

ntfu/ans y A. parasiticus encontrada en medio sintético también ocurre cuando dicha 

substancia es aplicada en granos de maíz. Por tal motivo existe la posibilidad de que el 

Ácido Naftalenacético pudiera utilizarse como un control químico sobre los Aspergilli 

toxigénicos. 

VI.3. Efecto de los tejidos y extractos de maíz sobre Aspergillus nidulans y A. 

parasiticus en medios sintéticos. 

El tejido de estigmas de maíz destacó por haber incrementado el crecimiento, la 

esporulación y la síntesis de esterigmatocistina en A. n/cfulans, lo cual indica ser un 

excelente substrato para el crecimiento y desarrollo de dicho hongo. Marsh y Payne 

(1984a y 1984b) demostraron que los estigmas son el tejido que coloniza A. fíavus para 



sugieren que dichos tejidos contienen substancias que sen utilizadas favorablemente por 

el hongo para sus diferentes procesos fisiológicos y su establecimiento en el maíz en el 

campo. 

Los extractos etanólicos presentaron efectos difíciles de comprender ya que los 

efectos encontrados podrían deberse sólo al etanol o a la suma de efectos del extracto de 

maiz+etanol. Con los resultados obtenidos utilizando solo etanol al 4 %. fue claro que este 

compuesto afectó considerablemente el crea miento, la esporulación y la síntesis de 

micctoxinas. A concentraciones menores el efecto sobre el crecimiento fue mínimo o nulo 

aunque permaneció el efecto inhibitorio sobre los otros dos parámetros. Este resultado 

coincide con Bennett et ai (1978) quienes encontraron una alta inhibición en la síntesis de 

aflatoxina cuando se uso una concentración 1 M de etanol, pero contrasta con el reportado 

por Goldblatt (1968) donde al usar concentraciones del 1 al 4 % de etanol se estimuló la 

síntesis de aflatoxinas. Este efecto se atribuye a que el hongo utilizó al etanol como fuente 

de carbono. Concentraciones menores de etanol (0.1 y 0.01 M) son reportadas como 

estimulatorias para la síntesis de aflatoxina por el mismo Bennett y colaboradores (1978) 

en A. parasiticus. 

En un experimento realizado con extracto etanólico de estigmas de maíz en donde 

se uso una misma cantidad de extracto (4 %) pero disuelta en dos cantidades diferentes 

de etanol (1 y 2 mi), se demostró que la inhibición encontrada en el crecimiento de la cepa 

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

Los extractos acuosos de estigmas, elote y brácteas florales del maíz siempre 

tuvieron un efecto estimulatorio sobre el crecimiento micelíal de A. n/duíans y A. 

parasiticus. Este efecto fue mas claro a las 48 horas de incubación, sin embargo se dejó 

incubar a los hongos hasta los seis días para permitir el proceso de esporulación. Sin 



embargo el efecto estornutatorio del crecimiento miceliat se mantuvo hasta el final de dicho 

período aunque con menos diferencias que a las 48 horas. 

Los procesos de esporulación y sintesis de esterigmatoostina fueron también 

estimulados por la acción de todos los extractos acuosos en A. nidulans. El extracto 

acuoso de estigmas también estimuló la esporulación de A. parasiticus, sin embargo en la 

síntesis de aflatoxina ocurrió un efecto contrario y la producción de aflatoxina se vio 

inhibida. El efecto contrario en la síntesis de mícotoxinas entre A n/du/ans y A. parasrt/cus 

ya fue observado en este mismo estudio cuando se hicieron crecer a estos hongos en 

presencia del Ácido Naftalenacético, y donde en A. nidulans se inhibió el proceso de 

esporulación, mientras que en A. parasiticus resultó estimulado. Este tipo de resultados 

ilustran la importancia de tener cuidado cuando se infieren comportamientos encontrados 

en A. nidulans (usado como modelo fúngico) en otras especies Aspergilli. Estímulos en la 

sintesis de aflatoxinas en A. fíavus y A. parasiticus utilizando extractos acuosos de plantas 

fueron reportados por Sinha en 1985. Este investigador evaluó 86 extractos acuosos de 

plantas medicinales y silvestres, de los cuales 22 inhibieron y cuatro estimularon dicho 

proceso. También son reportados tanto efectos de inhibición como de estimulación del 

crecimiento en dichos hongos. 

VI.4. Efecto de la sal de Potasio del Ácido Naftalenacético en la expresión del gen 

flbA de Aspergillus parasiticus. 

Se ha sugerido que el regulador de crecimiento Ácido Jasmónico podría actuar 

como señal química en el hongo Phytophthora infestans, cuando éste interactúa con 

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

Naftalenacético y otras auxinas inducen respuestas transcripcionales de genes 

morfológicos y de diferenciación desde dosis de 10"3 M y en tiempos hasta de 5 minutos 
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(Hagen y Guilfoyle, 1985). El resultado obtenido en este estudio sobre la transcripción del 

gen flbA el cual está involucrado en una regulación negativa sobre los genes de síntesis 

de micotoxinas, demostraron que se inhibió cuando A. parasiticus se cultivó en presencia 

del Ácido Naftalenacético. 

La solución de Ácido Naftalenacético 50 mM inhibió la transcripción del gen flbA de 

A. parasiticus a las 48 horas de incubación. Esto podría explicar la inhibición encontrada 

en la esponjlación y la síntesis de esterigmatocistina de A. nidulans cuando se incubó en 

presencia de dicho regulador. Se considera que mientras el gen flbA permanece inhibido, 

por la acción del Ácido Naftalenacético, el gen fadA se mantendrá activo, manteniendo la 

represión de la esporulación y de la síntesis de aflatoxina, tal como lo describe Yu eí al 

(1999). 



VII. CONCLUSIONES 

1. Se encontraron tanto efectos inhibitorios como estornutatorios sobre Aspergillus 

nidulans y A. parasiticus, entre los reguladores de crecimiento evaluados, y a las 

concentraciones utilizadas. De entre ellos, el Ácido Naftalenacético destacó por su efecto 

inhibitorio a partir de la concentración de 0.5 mM, siendo consistente dicho efecto al utilizar 

la concentración de 50 mM; solo en A. parasiticus ATCC 16992 el efecto sobre la 

esporulación al utilizar concentraciones altas fue estimulatorio. 

2. La sal de Potasio del Ácido Indolbutirico y la sal de Sodio del Ácido 2,4-

Didorofenoxiacético también resultaron tener efectos importantes en A. parasiticus al 

utilizar concentraciones altas. Se sugiere seguir investigando a estos compuestos. En 

aquellos reguladores de crecimiento en los que solo se evaluaron concentraciones bajas, 

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

mayores. 

3. El crecimiento micelial, la esporulación y la síntesis de micotoxinas de A. nidu/ans 

y A. paras/teos fueron los procesos metabólicos que se vieron afectados con el uso de los 

reguladores de crecimiento evaluados, siendo en su mayoría de tipo inhibitorio. Se 

encontraron además cambios en la pigmentación de las esporas y una modificación del 

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



5. La solución de Ácido Naftalenacético 50 mM inhibió la transcripción del gen flbA 

en A. parasíticas a las 48 horas de incubación. 

6. Los tejidos de maíz, especialmente el de estigmas, resultaron significativamente 

estimúlatenos en el crecimiento, la esporulación y la síntesis de esterigmatocistina de A. 

n/du/ans. Oe igual forma se encontró un efecto estimulatorio tanto en A. nidulans como en 

A. parasificus, cuando se utilizó el extracto acuoso de estigmas de maíz. 

7. Se encontró una diferencia en el comportamiento de A. m'du/ans con respecto a 

su respuesta frente al Acido Naftalenacético, en comparación con el comportamiento de A. 

parasiticus. Considerando que A. rwdu/ans es usado como un modelo fúngioo en muchos 

estudios, con estos resultados se ilustra el cuidado que se debe tener al inferir su 

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

respuesta a la 2,4-Diaminobutanona (Guzmán de Peña et al, 1998). 

8. Los controles de los diferentes experimentos realizados mostraron una alta 

variación en los procesos de esporulación y síntesis de micotoxinas. El crecimiento fue 

una variable más constante. Se considera que parte de dicha variación es debida a 

condiciones intrínsecas de los hongos, por lo que se sugiere utilizar no menos de cinco 

repeticiones por tratamiento. Las metodologías de extracción de micotoxinas y cosecha de 

esporas también deben estar perfectamente estandarizadas. 
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APÉNDICE A 

Efecto (inhibitorio, estornutatorio o sin efecto) de los diferentes reguladores de 

crecimiento sobre las cepas A. nidulans FGSC-26, A. parasiticus Ap^5 y A. parasiticus 

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

^ ^ Efecto sobre los procesos metabólicos de: 
Regulador de crecimiento . . . . _ 

Crecimiento Esporulación Micotoxmas 

A. nidulans F G S C - 2 6 

2,4-D (sal de Na) Sin efecto Inhibitorio Sin efecto 

AG3 (forma pura) Sin efecto Sin efecto Estornutatorio 

AG3 (sal de K) Inhibitorio Sin efecto Inhibitorio 

ALA (forma pura) Inhibitorio Inhibitorio Sin efecto 

AIA (sal de Na) Sin efecto Sin efecto Sin efecto 

AIB (forma pura) Inhibitorio Sin efecto Sin efecto 

AlB (sal de K) Sin efecto Sin efecto Sin efecto 

Ácido Jasmónico Sin efecto Inhibitorio Sin efecto 

ANA (forma pura) Inhibitorio Inhibitorio Inhibitorio 

ANA (sal de K) Inhibitorio Inhibitorio Inhibitorio 

A. oarasiticus AD5"5 

AG3 (forma pura) Sin efecto Sin efecto No evaluad 



ANA (forma pura) 

ANA (sal de K) 

Inhibitorio 

Inhibitorio 

Inhibitorio 

Inhibitorio 

No evaluado 

No evaluado 

A. narasiticus ATCC 16992 

2,4-D (sal de Na) Inhibitorio Inhibitorio Inhibitorio y 

estimulatorio 

AG3 (forma pura) Sin efecto Sin efecto Estimulatorio 

AIB (sal de K) Inhibitorio Estimulatorio Inhibitorio 

ANA (forma pura) Inhibitorio Estimulatorio Estimulatorio 

ANA (sal de K) Inhibitorio Estimulatorio Inhibitorio 

2,4-0 (Ácido 2,4-Oiclorofenaxiacétioo); AG* (Ácido Giberélico); AIA (Ácido Indolacético); 

AIB (Ácido Indolbutírico); ANA (Ácido Naftalenacético). 

Es de hacer notar que cuando los reguladores de crecimiento utilizados tuvieron 

algún efecto, la mayoría fue inhibitorio. Solo la forma pura del AG3 se tuvo un efecto 

estimulatorio en la síntesis de micotoxinas a las concentraciones evaluadas, tanto en A. 

mdu/ans como en A. parasríícas. Igualmente el efecto fue estimulatorio en la esporulación 

de la cepa A. parasíticas ATCC 16992 cuando se utilizaron el ANA (puro y en forma de sal 

de Potasio) y AIB (sal de Potasio). Tanto la sal de Sodio del 2,4-D como ta forma pura del 

ANA también tuvieron efecto estimulatorio en la síntesis de aflatoxinas, pero sus 

resultados no fueron consistentes. 






