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RESUMEN

Un extracto de estigmas del hibrido de maiz A-791 fue adicionado a un medio de cultivo,
evaluandose su efecto sobre el crecimiento, esporulacion y sintesis de micotoxinas de As-
pergillus parasiticus ATCC 16992 y A. nidulans FGSC-26. Se encontr6 un efecto estimu-
latorio en el crecimiento de ambos hongos y la esporulacion del primero, contrastado con
el efecto inhibitorio en la sintesis de aflatoxinas de A. parasiticus y estimulatorio en la de
esterigmatocistina de A. nidulans. Los resultados sugieren la presencia de compuestos en
los estigmas frescos del maiz que estimulan el crecimiento y esporulacion de A. parasiticus,
pero inhiben la sintesis de aflatoxinas.

ABSTRACT

A silk (stigmas) extract of hybrid A-791 of maize was added to synthetic culture, evalua-
ting its effect on growth, sporulation and synthesis of micotoxins of Aspergillus parasiticus
ATCC 16992 and A. nidulans FGSC-26. It was observed a stimulatory effect in growth of
both fungi and sporulation of on the first, contrasting with inhibiting effect in the synthesis
of aflatoxins of A. parasiticus and stimulatory in the sterigmatocystin of A. nidulans. Resul-

Recibido: 7 Nov 2006 ts suggest the presence of compound in stigmas fresh of maize that stimulate the growth
Aceptado: 2 Mayo 2007 and sporulation of A. parasiticus, but inhibit the aflatoxins synthesis.
INTRODUCCION

Aspergillus flavus y A. parasiticus son hongos que se desarrollan sobre una gran variedad de substratos, don-
de pueden producir aflatoxinas (Bhattacharya y Raha, 2002). Estos compuestos son extremadamente toxicos
y pueden unirse al DNA humano y animal, formando aductos que posteriormente originan cancer en ciertas
especies animales (Wang y Groopman, 1999). La carcinogénesis 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 (Egal et al., 2005).

La contaminacion de granos con aflatoxinas fue considerada un problema de almacén durante los prime-
ros afnos después de su descubrimiento, al inicio de los 70's, y fue posteriormente que se descubrié que dicha
contaminacion podia darse desde que las plantas se encontraban en el campo (Windstrom, 1992). Este hecho
determiné que se iniciaran investigaciones acerca de la relacién hongo-planta, que dieran informacion de como
Aspergillus podia modificar su capacidad de sintesis de aflatoxinas, en funcién de su interacciéon con su hos-
pedante.

En el caso de la relaciéon A. flavus-maiz, se ha demostrado que la penetracién del hongo en las mazorcas
del maiz ocurre, exclusivamente, cuando los estigmas estan en un estado fisiologico posterior a la polinizacion
(Marsh y Payne, 1984a; Marsh y Payne, 1984b); de tal manera que existe la
posibilidad de que algunos compuestos del maiz presentes en ese momento
Palabras clave: sean muy exclusivos y determinantes para que la cascada de sefales de
Aspergillus; Extractos de maiz. comunicacién entre hongo y planta ocurran, dando como consecuencia la
colonizacién del hongo y la sintesis de aflatoxinas.
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si en la relacion Aspergillus-maiz-aflatoxinas, existen
compuestos presentes en la planta que pudieran ac-
tuar como sefales para activar los genes involucrados
en la sintesis de aflatoxinas. Diversos reguladores de
crecimiento vegetal, extractos y tejidos de estigmas,
elote y bracteas florales de maiz han sido evaluados
para conocer su efecto sobre el crecimiento, la diferen-
ciacién y la sintesis de micotoxinas en A. parasiticus
(cepas Ap3°y ATCC 16992) y A. nidulans (cepa FGSC-
26), como modelo fingico. El objetivo de la presente
investigacion es evaluar el efecto del extracto de es-
tigmas de maiz sobre el crecimiento, la esporulacién
y la sintesis de micotoxinas en Aspergillus parasiticus
y A. nidulans.

METODOS

Cepas utilizadas. Las cepas utilizadas fueron: ATCC
16992 de Aspergillus parasiticus, adquirida en la Ame-
rican Type Culture Collection en Manassas, VA, USA,
que produce las cuatro aflatoxinas, B, B,, G,y G, y
presenta buena estabilidad en su produccion; y la cepa
FGSC-26 de A. nidulans, donada por el Departamento
de Microbiologia del Instituto de Fisiologia Celular de
la Universidad Nacional Auténoma de México; A. nidu-
lans es un modelo fungico y cuenta con la ventaja de
tener la misma ruta de sintesis que tienen Aspergillus
flavus y A. parasiticus para producir aflatoxinas, con
excepcion de un ultimo paso, por lo que en A. nidulans
el producto final es la toxina esterigmatocistina.

Medio de cultivo. A. parasiticus crecié en el me-
dio sintético utilizado por Guzman-de-Pena (1996), el
cual es reportado como no inductor de aflatoxinas y
utiliza peptona como fuente de carbono. En este estu-
dio se utiliz6 glucosa como fuente de carbono, tornan-
dolo en un medio sintético inductor. Para A. nidulans
fue utilizado como, base el medio, sintético propuesto
por Kafer (1977).

Obtencion de indculo. Cajas de Petri con Papa
Dextrosa Agar contenian el hongo, fueron incubadas
durante 5 dias. Al término de la incubacién se anadi6
a cada caja 3 ml de agua Tritén X-100 estéril al 0.01
% y se obtuvo el in6culo en condiciones estériles. La
cuenta de esporas se realiz6 utilizando la camara de
Neubauer. Se utilizé 1 ml de una suspensién de espo-
ras a 1 x 107 esporas/ml para cada matraz erlenmeyer
de 250 ml de capacidad, conteniendo 50 ml de medio
de cultivo.

Condiciones de incubacién. Se utilizaron dos
temperaturas de incubacion: 28 °C y 37 ° C. La pri-
mera se utilizé para incubar a A. parasiticus, mientras
que la segunda fue para A. nidulans. Los matraces
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con el medio de cultivo liquido fueron incubados en
condiciones estacionarias durante 3 y 6 dias. El ma-
yor tiempo se utilizé en A. parasiticus, por ser de cre-
cimiento mas lento que A. nidulans.

Extracto de estigmas de maiz. El extracto de te-
jidos de estigmas de maiz fue obtenido utilizando ma-
zorcas del hibrido A-791 cosechadas entre los 15y 20
dias después de emerger los estigmas. Inmediato a la
cosecha de las mazorcas, 150 gramos de peso fresco
de estigmas fueron colocados en 600 ml de etanol y
calentados en bafio maria por 15 minutos a 80° C.
Después de dejar reposar toda la noche y eliminados
los estigmas, el etanol fue evaporado hasta sequedad,
resuspendiendo el residuo en 900 ml de agua destila-
da; la suspension fue filtrada en papel Whatman No. 1
para eliminar todos los sélidos, guardandose el filtrado
a —12° C hasta su posterior uso. Para evitar la posible
degradacion con el calor, el extracto de maiz fue este-
rilizado por filtracién, a través de membranas de nitro-
celulosa (Millipore 0,45 pm, 25 mm, HAWP), previo a
ser agregado al medio de cultivo.

Parametros evaluados. Tres parametros fueron
evaluados a los 6 dias de desarrollado el cultivo, para
Aspergillus parasiticus y 3 dias para A. nidulans: el cre-
cimiento micelial, la esporulacion y la sintesis de mi-
cotoxinas. Para el crecimiento micelial, el micelio fue
filtrado a través de papel filtro Whatman No. 1, con
peso constante. El papel con el micelio se coloc6 a 60°
C por 24 horas para su total secado, y el crecimiento
se determiné por diferencia de peso. Para el caso de la
esporulacion, al término de la incubacién, el micelio
fue transferido a un tubo de ensayo, al que se le agre-
garon 10 ml de agua - Tritén al 0,01 %. Las esporas
fueron separadas del micelio por agitacion, con una es-
patula, tomandose posteriormente una alicuota para,
la cuantificacion de esporas en la camara de Neubauer.
El micelio y las esporas fueron regresados al matraz
con el medio de cultivo para, realizar la extraccién de
las aflatoxinas de A. parasiticus y esterigmatocistina de
A. nidulans, utilizandose para esto tltimo la metodolo-
gia propuesta por Keller et al., (1994) y realizandose su
cuantificacién en un equipo de HPLC, marca RAININ
Instrument Co. modelo 4800XL.

Disefio experimental y analisis estadistico. Se
montaron dos experimentos individuales para Asper-
gillus parasiticus y dos para A. nidulans. Para el pri-
mer hongo los tratamientos fueron los extractos de
estigmas de maiz a 4 %, 8 % y 16 %, mas un con-
trol con agua destilada, mientras que para el segundo
solo se uso6 la concentracion de 4 % y el control. Los
analisis estadisticos se realizaron utilizando los datos
conjuntos de ambos experimentos individuales para
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cada caso. En cada experimento se utilizé un disefio
experimental completamente al azar, con 5 repeticio-
nes. La unidad experimental consistié de un matraz
erlenmeyer con 50 ml de medio de cultivo. Los datos
se sometieron a un analisis de varianza y las pruebas
de separacion de medias de Duncan para el caso de
A. parasiticus y Diferencia Minima Significativa para
A. nidulans, usandose en todos los casos un nivel de
significancia del 1 %. Para todos los analisis se utiliz6
el programa M Stat (Russel y Eisensmith, 1984).

RESULTADOS

El peso seco de micelio de Aspergillus parasiticus se
increment6 en todas las concentraciones del extracto
acuoso de estigmas de maiz evaluadas (tabla 1), las
cuales resultaron significativamente diferentes al con-
trol. La esporulacion también se vio significativamente
estimulada cuando se utilizaron las concentraciones
del extracto de 8 % y 16 % (tabla 1); la cantidad de
esporas se increment6 en un 580 % cuando se utiliz6
la maxima concentracion del extracto acuoso de es-
tigmas. Contrario al efecto estimulatorio encontrado
en el crecimiento y la esporulaciéon, se observé una
significativa inhibicién en la sintesis de aflatoxinas al
utilizar cualquiera de las concentraciones evaluadas
de ese extracto (tabla 1). La inhibicién de este proceso
metabdlico llegd a ser de hasta un 83 % respecto al
control cuando se utilizo la maxima concentracion del
extracto.

Tabla 1.
Efecto del extracto acuoso de estigmas de maiz después de 6 dias de crecimiento de
Aspergillus parasiticus en medio sintético.

Peso seco d(lav::;)?l;s Aflatoxinas
Tratamiento o ket totales (ng! mg e
(mg) (x107) micelio)
Control 520,0 b 11,5 ¢ 12679 a
Extracto de
estigmas (4 %) 644,7 a 15,0 c 174,3 b
Extracto de
estigmas (8 %) 655,9 a 29,1 b 167,8 b
EEEAY | oana n | @B @ | SEE

estigmas (16 %)

Valores con la misma letra en sentido vertical son estadisticamente iguales (Duncan con
a=0.01).

Para A. nidulans, la tnica concentracion del ex-
tracto de estigmas de maiz utilizada, incremento sig-
nificativamente el crecimiento micelial en un 10 % y la
sintesis de esterigmatocistina en 536 %, mientras que
la esporulacioén no se vio afectada (tabla 2).
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Tabla 2.
Efecto del extracto acuoso de estigmas de maiz después de 3 dias de crecimiento de
Aspergillus nidulans en medio sintético.

Peso Nuamero Esterigmato-
Tratamiento S€C° de de esporas cistina
micelio totales (ng/mg de
(mg) (x107) micelio)
Control 291,7 b 93,1 a 103,7 b
Bxtractode 5556 2 612 a 556,5 a

estigmas (4 %)

Valores con la misma letra en sentido vertical son estadisticamente iguales (DMS con
a=0.01).

DISCUSION

El extracto acuoso de estigmas de maiz tuvo un efec-
to estimulatorio sobre el crecimiento micelial, tanto
de Aspergillus parasiticus como de A. nidulans. Los
resultados sugieren la presencia de compuestos que
estimulan el crecimiento micelial de A. parasiticus y
A. nidulans, en los estigmas tiernos del maiz, estado
fisiolégico de las mazorcas, en que Aspergillus flavus
se ve favorecido para que, mediante el crecimiento mi-
celial, ocurra la infeccién y colonizacién del interior
de la mazorca, segin lo reportado por Marsh y Payne
(1984a y 1984b). Algunos otros extractos de plantas
también han sido reportados como estimulatorios al
crecimiento de A. flavus (Sinha, 1985).

El extracto acuoso de estigmas de maiz también
estimulé significativamente la esporulacién de A. pa-
rasiticus, sobre todo a las concentraciones mas altas
(8 % y 16 %). En A. nidulans este efecto no fue encon-
trado, aunque no se evaluaron concentraciones mayo-
res al 4 %. Esto sugiere que quiza Aspergillus podria
esporular ain en etapas tempranas de la formacion
de la mazorca, estimulado por compuestos del maiz
presentes en los estigmas.

Por otro lado, en la sintesis de aflatoxinas por A.
parasiticus, ocurri6é un efecto contrario y la produccion
de dichas toxinas se vio significativamente inhibida por
el extracto de estigmas de maiz. Efectos en la sintesis
de aflatoxinas en A. flavus y A. parasiticus, utilizando
extractos acuosos de plantas, fueron reportados por
Sinha en 1985. Este investigador evalué 86 extractos
acuosos de plantas medicinales y silvestres, de los cua-
les 22 inhibieron y cuatro estimularon dicho proceso.

Los resultados obtenidos muestran que los com-
puestos presentes en los estigmas frescos del maiz,
favorecieron el crecimiento y la esporulaciéon de A. pa-
rasiticus, mas no asi, la sintesis de aflatoxinas. Las
condiciones de la mazorca fresca podrian ser favorables
para estimular los genes responsables del crecimiento
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y la esporulacion, pero no los de la sintesis de aflatoxi-
nas, proceso que se efectiia posteriormente, cuando la
mazorca esta mas madura.

Contrario al efecto inhibitorio de la aflatoxina en
A. parasiticus, la sintesis de esterigmatocistina en A.
nidulans, se vio estimulada con el extracto acuoso de
estigmas de maiz. Considerando que este tltimo hon-
go es usado como un modelo fingico en muchos estu-
dios, con estos resultados se ilustra el cuidado que se
debe tener al inferir su comportamiento a otras espe-
cies de hongos. La misma diferencia se ha reportado
para la respuesta a la 2,4-Diaminobutanona (Guzman
de Pena et al., 1998).

CONCLUSIONES

El extracto acuoso de estigmas de maiz estimulé el cre-
cimiento y la esporulacién de Aspergillus parasiticus, y
el crecimiento de A. nidulans. El efecto fue contrario en
la sintesis de aflatoxinas de A. parasiticus, al haberse
inhibido su produccién, mas no asi la de esterigmato-
cistina de A. nidulans, que permanecio6 estimulada.
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