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RESUMEN

Josefina Moreno Lara :Estudio comparativo de Aspergillus flavus link y
Asperygillus parasiticus Speare en la produccion de aflatoxinas bajo diferentes

condiciones de humedad y temperatura. (Bajo la asesoria del Dr. Ernesto Moreno
Martinez).

De diferentes muestras de productos comerciales analizadas (cacahuate, pistache,
nuez, cebada, coco, chile y maiz) se aislaron 31 cepas de A. flavus L. y 7 cepas de A.
parasiticus S. Para identificar y diferenciar cada cepa se estudiaron las caracteristicas
morfolégicas principales: el crecimiento de la colonia, el tipo de micelio, tamafio de la
colonia, la presencia y la forma de los esclerocios, la forma de las cabezuelas y el
tamanfio de los conidios, para su estudios estas cepas se desarrollaron en medio de
cultivo Czapek (Raper y Fenell, 1965).

Con el fin de conocer si las cepas eran productoras o no productoras de aflatoxinas,
cada una de las cepas aisladas, tanto de A. flavus L., como A. parasiticus S. se
inocularon en medio liquido de arroz y se incubaron a 27°C durante 7 dias. La
cuantificacion total de aflatoxinas, se determiné por el método 991.31 del AOAC
utilizando el método AflaTest DE VICAM.

La cepa con mayor produccion de aflatoxinas fue la 25 de A. flavus L. con 5033.3 ppb y
en las cepas que no hubo produccion de aflatoxinas fueron la 3,10, 13, 17, 20, 27, 30,
33y 37 de A. flavus L., y en la especie de A. parasiticus S. la cepa mas productora de
aflatoxinas fue la 36 con 2000 ppb y las cepas 22, 23, 26 y 29 de A. parasiticus S. no
produjeron aflatoxinas.

Unidades experimentales de los granos de maiz AS-900, se inocularon igualmente con
las cepas de ambas especies. La humedad del grano se ajusté a 18% y se almacend
durante 30 dias a 27°C. La produccién de aflatoxinas se determiné por el método
AflaTest antes mencionado. En grano de maiz, las cepas con mayor produccion fueron
la cepa 28 de A. flavus Link con 7667 ppb y la cepa 19 de Aspergillus parasiticus S. con
2650 ppb. Las cepas que no produjeron aflatoxinas son las mismas que en medio
liquido, excepto la cepa 27 de A. flavus L. que produjo 1 ppb.

Se evalud la germinacién del grano de maiz inoculado con las diferentes cepas en
estudios y se observd que la cepa 35 de A. flavus L. fue la que mas afectd la
germinacion, disminuyendo hasta 7% y el grano de maiz menos afectado fue el del
testigo que no fue inoculado, con una germinacion de 61%. Por TLC se determin6 que
tipo de aflatoxina era la mas comun en estas condiciones de incubacion; La AFB1 fue la
mas comun, seguida de la AFB2, no se detectaron AFG1 y AFG2.

Se seleccionaron 3 cepas de A. flavus L. (25, 35 y 37) y 3 cepas de A. parasiticus S.
(36, 24 y 26) de acuerdo a su maxima y minima produccion de aflatoxinas en medio
liquido con arroz durante 7 dias. Estas cepas también se inocularon en maiz, que fue
ajustado a contenidos de humedad de 155, 16 y 17% aproximadamente, y
almacenados a una temperatura de 27°C, durante 30, 60 y 90 dias. En el grano
almacenado 60 dias, con 17% de humedad se registr6 la mayor produccion de
aflatoxinas. La cepa con mayor produccion de aflatoxinas fue la cepa 25 de A. flavus L.



La cepa 37 de A. flavus L.y la cepa 26 de A. parasiticus S., no produjeron aflatoxinas,
en ninguna de las tres humedades y tiempos de almacenamiento.

La germinacion del grano de maiz disminuyd considerablemente en la humedad de
17%, en los granos de maiz inoculados con ambas cepas hasta 0% a los 60 dias en
comparacion con la humedad de 15.5 y 16%. Esto debido al desarrollo de las especies
estudiadas y al efecto de la humedad y temperatura de almacenamiento sobre los
procesos intrinsecos del deterioro biolégico de los granos en su poder germinativo.

Con el fin de determinar el efecto de la temperatura de almacenamiento, en otro
experimento se inocularon 3 cepas de A. flavus L. (25, 35 y 37) y 3 cepas de A.
parasiticus S.( 36, 24 y 26) en maiz con un contenido de humedad de aproximadamente
17% y se incubaron a temperaturas de 20, 27 y 34°C, durante 8, 16 y 24 dias de
almacenamiento. La produccién de aflatoxinas fue mayor en las temperaturas de 27 y
34°C, en 20°C casi no hubo produccion. La cepa con mas produccion de aflatoxinas fue
la cepa 24 de A. parasiticus S. a los 24 dias de almacenamiento en 34°C con una
produccion 4833.3 ppb. Se evalu6 la germinacion de los granos de maiz y se observd
que en 20°C, la germinacién ain en la que esta inoculada se mantiene alta, a diferencia
de la germinacion a temperatura de 34°C donde la germinacion era de 0% a los 8, 16y
24 dias, con las cepas (25, 35y 26. 36, 24 y 26).

Las caracteristicas morfolégicas de las cepas de las dos especies en estudio no son
determinantes para definir que cepas son productoras o no productoras de aflatoxinas.
La temperatura y la humedad son factores de gran importancia en el desarrollo del
hongo y en la produccién de aflatoxinas en ambas especies. Por otra parte se defini6
que cada cepa tiene diferentes requerimientos para la produccion de aflatoxinas.

Palabras clave: A. flavus L., A. parasiticus S., aflatoxinas, temperatura, humedad y germinacion.



I. INTRODUCCION

Desde épocas prehispanicas, el maiz ha sido base de la dieta de los mexicanos,
siendo actualmente su consumo diario de 328g per capita, en forma de tortilla
(Figueroa, 1999). En los ultimos cinco afos, la superficie sembrada de maiz en México
se ha mantenido alrededor de 8 millones de hectareas, con las cuales se logran
producir un promedio anual de 18 millones 500 mil toneladas (Paredes- Lépez et al.,
2000). En Meéxico el cultivo de maiz ocupa el primer lugar en superficie cultivada y
cosechada, le siguen én importancia, el sorgo y el frijol (SAGARPA, 2002).

Los granos y las semillas son invadidos por hongos, tanto en el campo de cultivo,
como después de la cosecha. A los primeros se les ha denominado hongos de campo,
siendo éstos principalmente especies de los géneros Fusarium, Alternaria,
Cladosporium y Helminthosporium, entre otros. A los hongos que invaden después de
la cosecha, se les ha denominado hongos de almacén y son principalmente especies
del género Aspergillus (Christensen y Kaufmann, 1965; Domsch et al.,1980; Moreno,
1988).

Las especies mas importantes de los géneros mencionados son Fusarium
moniliforme, Aspergillus flavus L. y Aspergillus parasiticus S., debido principalmente a
su capacidad potencial de producir micotoxinas; fumonisinas, producidas por la primer
especie y aflatoxinas por las dos ultimas (Gelderblom et al., 1988; Goldblatl., 1969).

La contaminacion por hongos puede, ademas de generar pérdidas econoémicas
por la pérdida de calidad de los granos y semiillas, repercutir en la salud humana, por la
capacidad de algunas cepas de estas especies para producir toxinas. El inéculo
primario de los hongos que contaminan al maiz durante su almacenamiento proviene
del suelo de los cultivos, de la planta, de los elevadores de granos, maquinas
cosechadoras, etc (Lillehoj, 1983).

La contaminacion por aflatoxinas en maiz es un problema internacionalmente
importante, especialmente bajo condiciones tropicales y subtropicales donde la
infeccion por Aspergillus y la sintesis de aflatoxinas se ven favorecidas.



Las condiciones del medio ambiente como la sequia y ciertas practicas
agronémicas, por ejemplo la fertilizacion nitrogenada, han sido reportadas como
favorables para la sintesis de aflatoxinas en el campo. Bucio ef al. (2001a) encontraron
que la contaminacién por aflatoxinas en maiz en la region del bajio en México, no esta
relacionada con la infeccién ocurrida durante el desarrollo del cultivo, sino que lo mas
probable es que se deba a las deficientes condiciones de almacenaje del maiz
cosechado.

Con relacion a los hongos del género Aspergillus, los dos principales dafos que
causan en el almacén, son la contaminacién de los granos con toxinas y la pérdida de
viabilidad de las semillas agricolas (Moreno y Christensen, 1971; Moreno y Gil, 1991;
Sauer et al., 1992; Moreno et al., 2000). En cuanto a la pérdida de viabilidad de las
semillas, se sabe que como grupo, Aspergillus flavus tiene un efecto nocivo sobre la
viabilidad de la semilla de maiz; sin embargo, no existe informacioén referente al dafo
que las especies A. flavus Link y A. parasiticus Speare tienen sobre la longevidad del
maiz almacenado (Christensen y Kaufmann, 1965; Sauer; ef al., 1992).

En Tamaulipas durante 1985 a 1988, A. flavus representé sé6lo el 2% de la
poblacién flingica y los niveles de contaminacion de aflatoxina fueron bajos (Guzman-
de —Pefia, 1989; 1997). Sin embargo, en 1989 la situacion fue diferente y los niveles de
contaminaciéon en campo y almacén por aflatoxinas fueron altos (Guzman-de-Pena,
1997). Por el contrario, en Guanajuato, otro estado importante en la produccién de
maiz, en 1982, 1987, 1999 y 2000 (Guzman- de- Peiia, 1997; 2001), A. flavus L.
representd el 0.5% de la poblacion fangica y los niveles de contaminacién con
aflatoxinas fueron bajos, tanto en campo como en almacén. Estudios realizados sobre
la produccion de aflatoxinas durante el cultivo del maiz en campo, indican que las
condiciones de temperatura (19.5°C), humedad relativa (50.7%) y lluvias irregulares no
son usualmente favorables para la sintesis de aflatoxinas en el Estado de Guanajuato,
México (Bucio ef al., 2001b).

Después de que el grano es cosechado, la produccion de aflatoxinas sigue
siendo un riesgo, si la humedad del grano permite el establecimiento del hongo. La

manera ideal, pero no siempre posible, de evitar la invasion de los granos en el almacén



por estos hongos, es mantener a los granos con humedades inferiores a la humedad
minima requerida para el desarrollo de los hongos. A. flavus L. requiere en maiz un
contenido de humedad minimo de 16.5%, lo cual significa que el maiz con un contenido
de humedad menor a 16.5% no es susceptible de la invasion de ese hongo en
particular, pero no de otros hongos de almacén, que tienen requerimientos de agua
alrededor del 14% en maiz (Sauer et al, 1992). En este trabajo se estudian las
caracteristicas morfolégicas de cepas de A. flavus L. y A. parasiticus S., asi como su

capacidad de producir aflatoxinas en condiciones de temperatura y humedad relativa
especificas en el almacén. '



il. REVISION DE LITERATURA

1. LOS HONGOS: Aspergillus flavus Link y Aspergillus parasiticus Speare.

El género Aspergillus pertenece a la clase de hongos conocidos como los
Hyphomycetes, la cual pertenece a la division-forma de hongos conocidos como los
Deuteromycota. Esta division-forma incluye los estados conidiales, de los hongos que
pueden o no tener el estado teleomérfo o anamoérfo (Moore-Landercker, 1996).

Algunas especies del género Aspergillus no presentan estados sexuales, como es
el caso de las dos especies en estudio, A. ﬂa\-fus. Link y A. parasiticus Speare, cuyo
estado perfecto no es conocido y por lo tanto su reproduccion es asexual o conidial.
Aspergillus es un género mitospérico que se caracteriza por la producciéon de hifas
especializadas, denominadas conidi6foros, sobre los que se encuentran las células
conidibgenas que originaran las esporas asexuales o conidios (Figura 2.1).

El conidiéforo caracteristico de Aspergillus, es una estructura unicelular que tiene
tres partes bien diferenciadas: vesicula (extremo apical hinchado), estipe (seccién
cilindrica situada debajo de la vesicula) y célula pie (seccion final, a veces separada por
un septo, que une el conidiéforo con el micelio) (Figura 2.1). Sobre la vesicula se
disponen las células conidiégenas, denominadas habitualmente fidlides. En muchas
especies, entre la vesicula y las fidlides se encuentran otras células denominadas
métulas . Las cabezas conidiales que solo presentan fialides se denominan uniseriadas,
y las que presentan fialides y métulas, biseriadas (Abarca, 2000).

Es importante mencionar que Gams et al. (1985) reclasificaron al género Aspergillus
y lo dividieron en 6 subgéneros (Aspergillus, Fumigati Omati, Clavati, Nidulantes y
Circumdati) cada uno de los cuales esta dividido a su vez en una o mas secciones que
corresponden con los grupos descritos por Raper y Fenell (1965).

Estas especies de hongos tienen una distribucion muy amplia. Los Aspergillus
seccion flaviincluyen las especies de A. parasiticus S. , A. flavus L. y A. nomius, que se
encuentran en las nueces y en pistache; también se les encuentra en el suelo.
Aspergillus bombycis ha sido aislado en restos del gusano de seda y Aspergillus
pseudotamarii se ha aislado de suelo, estas especies bajo ciertas condiciones producen



aflatoxinas carcinogénicas (Ehrlich et al., 2002; Kumeda et al.,2003). A. flavus L., A.
pseudotamarii producen Gnicamente AFB y A. nomius, A. bombycis, A. parasiticus S.
producen ambos tipos de toxinas las AFB y las AFG (Yu et al., 2002).

Conidiodforo Conidioforo
biseriado uniseriado

Figura 2.1. Estructuras morfolégicas de Aspergillus flavus.

2. LAS AFLATOXINAS

El estudio intensivo y sistematico de las micotoxinas se inicié a principios de la
década de los sesentas. En 1960 en Inglaterra murieron 100,000 pavitos, lo que
representé una fuerte pérdida econémica, sobre todo para el productor de alimentos.
Después de investigar las diferentes causas posibles, se llegd a la conclusion de que la

intoxicacion era causada por toxinas producidas por un hongo presente en pasta de



cacahuate de Brasil. El hongo responsable fue A. flavus L. y de su nombre se derivo el
de sus metabolitos toxicos, las aflatoxinas (Sargeant et al., 1961; Bash y Rae, 1969;
Davies y Diener, 1979).

La palabra aflatoxina esta formada por las siguientes letras: la primera letra “A”
es por el género Aspergillus, las siguientes 3 letras “FLA” es por la especies flavus L. y
el nombre “TOXIN” que significa veneno (Ellis et al.,1991).

Las aflatoxinas son compuestos heterociclicos formados predominantemente por
las especies, A. flavus L. y A. parasiticus S. Las aflatoxinas son metabolitos
secundarios, producidos por A. flavus L.. y A. parasiticus S. Las principales aflatoxinas
son cuatro: AFB1, AFB2, AFG1 y AFG2.

Las letras B y G se refieren a los colores azul (blue) y verde (green) de
fluorescencia observados bajo luz ultravioleta de onda larga; esta propiedad de
fluorescencia de las aflatoxinas ha llegado a ser la base para la cuantificacion por
métodos fisicoquimicos (Asao et al., 1963); y los nimeros se refieren a los patrones de
separacion de estos compuestos al utilizar cromatografia de capa fina (Bullerman,
1979).

Generalmente AFB1 es encontrada en mayores concentraciones que las otras y
es la mas potente, y con actividad carcinogénica, teratogénica y mutagénica, y el
6rgano que mas afecta es el higado, por lo que es considerada una hepatoxina (Moreno
y Gil, 1991).

Quimicamente las aflatoxinas son difuranocumarinas (Buchi y Rae, 1969), estos
compuestos estan formados por anillos heterociclicos, los furanos relacionados a la
toxicidad y un anillo de lactona (Figura 2.2) responsable de la fluorescencia y el cual
también hace que estos metabolitos sean susceptibles é la hidrélisis alcalina (Lillehoj,
1983).

Las aflatoxinas son consideradas como policétidos por estar formadas por
procesos que involucran la condensacion de un acetil con tres o mas unidades de
malonil con la perdida de CO; (Bennet y Lee, 1979) . En el Cuadro 2.1 se muestran
algunas de las propiedades fisico-quimicas de las aflatoxinas y en la Figura 2.2 las
estructuras moleculares de las mismas (Moreno y Gil, 1991).
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Figura 2.2. Estructura molecular de las aflatoxinas.

Cuadro 2.1. Principales propiedades fisico-quimicas de las aflatoxinas.

Caracteristicas Aflatoxinas

B1 B2 G1 G2 M1 Aflatoxicol
Formula quimica C47H120s C17H140s Ci7H1207 C11H1407 C17H1207 C17H1606
Peso molecular 312 314 328 330 330 314
Punto de Fusion 268-269(D) 287-289 (D) 244-249D) 230 290 (D) 230-234
(°C)
Absorcion 223(25,600) 220(20,500) 243(11,500) 217(28,000) 226(23,100)
ultravioleta  en 285(23,400) 265(12700) 247(9,900)  245(12,900) 265(11,600)
etanolnm(E)  362(21,800) 263(24,000) 264(10,000) 365(19,300)
Fluorescencia 425 nm 425 nm 450 nm 425 nm 425 nm 425 nm




3. BIOSINTESIS DE LAS AFLATOXINAS

Se ha establecido que existe una estrecha asociacion entre la biosintesis de
aflatoxinas y la de los lipidos (Twonsend et al., 1984; Cleveland y Bhatnagar,1991) y
ademas en algunos casos, la sintesis de proteinas disminuye durante la fase de
produccion de aflatoxinas (Magno ef al., 1997). Al inicio del crecimiento del hongo existe
poca o ninguna produccién de aflatoxinas, pero al reducirse los niveles de fosfatos y
nitrégeno en el medio, el metabolismo primario se desorganiza, acumulandose varios
metabolitos primarios y se empiezan a producir las aflatoxinas (Drew y Demian, 1987). -

La mejor via estudiada del metabolismo secundario de estos hongos, es la de las
aflatoxinas y ha sido recientemente descrita (Bhatnagar ef al., 1994; Yu et al.,2002).

La utilizacién de la glucosa para la produccion de aflatoxinas es importante, y por
esto se sabe que las aflatoxinas son sintetizadas extra mitocondrialmente a partir del
acetil Co A derivado del catabolismo de carbohidratos simples. Los intermediarios
glicoliticos estimulan la produccién de aflatoxinas asociada con la caida en los niveles
de piruvato y fosfoenol piruvato, los cuales son precursores de 3 carbones del acetato y
malonato. Los precursores glicoliticos estimulan las vias reproductivas asexual y sexual
de los hongos (Payne y Brown, 1998).

Primeramente el acetato y malonil CoA son convertidos por una acido graso
sintasa hasta un hexanoyl, el cual es subsecuentemente extendido por un policétido
sintasa hasta el dacacetido acido norsolorinico; primer precursor estable en la
biosintesis de las aflatoxinas. El policétido después experimenta aproximadamente de
12 a 17 transformaciones enzimaticas, a través de una serie de vias intermediarias las
cuales se resumen en la Figura 2.3 incluyendo averantin, 5° hydroxyaverantin,
averufanin, averufin, 1’hydroxyversicolorane, acetato versiconal, versiconal vy
versicolorin B. La via se ramifica en dos, una para formar AFB1 y AFG1, que contiene
anillos de dihidrobisfuranos y son producidas por dimetilesterigmtocistina (DMST) y la
otra rama forma AFB2 y AFG2 conteniendo anillos de tetrahidrobisfurano, las cuales
son producidas por la dihidrodimetil esterigmatocistina (DHDMST). La via propuesta



esta basada principalmente en evidencias de analisis genéticos y enzimaticos (Payne y
Brown, 1998; Sweeney ef al., 1998; Yu ef al.,2002).
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Figura 2.3. Via biosintética de las aflatoxinas. Enzimas involucradas: (a) acido graso sintasa, (B)
policétido sintasa, (c) acido norsolorinico reductasa, Hemiacetal versiconal acetato reductasa, (€)
esterasa, (f1) versicolorin B sintasa, (f2) versiconyl ciclasa, (g) desaturasa, (h) O- metiltransferasa
(MT-II), (i) O-metiltrasferasa, (j) O-metiltransferasa (MT-I). Genes involucrados: [ A ] fas-1A 'y
fas-2A , [ B ] pksA, [ C ] nor-1, norA, [ D ] avnA, [E ] vbs, [F ] ver-1,[ G ]omtA y [ H] ord-1
(Sweeney y Dobson, 1998).



Es conocido que la biosintesis de las aflatoxinas es un proceso complejo que
implica reacciones multienzimaticas. Se ha descrito, mediante estudios genéticos, el
mecanismo molecular de la biosintesis de las aflatoxinas B1, en un fragmento de 70
pares de kb de longitud, conteniendo al menos 24 genes estructurales conocidos;
incluyendo un gen de regulacion positiva como activador de la transcripcion. Dichos
genes estructurales codifican monoxigenasas del citocromo p450, deshidrogenasas

oxidasas, metiltransferasas, una policétido sintetasa y dos sintasas exclusivas de acidos
grasos (Yu et al., 2002).

4. FACTORES BIOLOGICOS

4.1. Variabilidad de la cepa

Como ya se ha seialado, las aflatoxinas son producidas por las especies A.
flavus L. y A. parasiticus S. Sin embargo, los tipos de toxina producida son especificos
de las especies A. flavus L. producen principalmente AFB1 y AFB2, mientras que A.
parasiticus S. produce AFB1, AFB2, AFG1 y AFG2. Ademas, no todas las cepas
producen aflatoxinas (Ellis et al., 1991), el genotipo de cada cepa determina si es 0 no
aflatoxigénica. Si una cepa tiene el potencial genético para producir aflatoxinas, el nivel
de produccion dependera de otros factores, tales como el sustrato, el efecto de la
competencia con otros hongos y las condiciones ambientales.

4.2. Competencia con la micobiota

La competencia con la micobiota afecta la produccion de aflatoxinas. Se ha
observado que A. parasiticus S. crece en presencia de A. candidus y A. chevalieri, pero
la produccion de aflatoxinas es inhibida por estos hongos (Boller y Schroeder, 1974). Ha
sido demostrado que Aspergillus niger puede reducir a 3 el pH del sustrato, por la
produccién del acido citrico, y a ese pH se inhibe la formacion de aflatoxinas. Por lo
tanto, en la competencia con la micobiota se puede alterar el metabolismo del hongo
toxigeno, inhibiendo la produccion de la aflatoxina o también pueden los otros

microorganismos metabolizar la aflatoxina producida. También se ha sugerido que la
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micobiota no toxigena, puede competir con el hongo productor de aflatoxinas por el
sustrato necesario para la sintesis de estos metabolitos secundarios, o crear
condiciones no favorables para la produccion de los mismos. La actividad de Fusanum

moniliforme y Fusarium proliferatum en granos de maiz reduce la presencia de A. flavus
L. (Marin et al., 1998).

4.3. Cantidad de in6culo

El nimero de esporas inoculadas, puede también afectar la biosintesis de
aflatoxinas y la producciéon “in vitro”. Jinks en 1969, reporté que la produccién de
aflatoxinas en el laboratorio esta relacionada con la diferenciacion y ramificacion del
micelio. Con grandes poblaciones de esporas, se reducen las posibilidades de
producciéon de toxinas, por falta de nutrientes y por la liberacion de sustancias de
envejecimiento. En cambio, cuando hay pequeinas cantidades de esporas, hay mas
ramificaciones laterales del micelio, lo que influye en la sintesis y en la alta produccion
de aflatoxinas.

La fase /ag incrementa cuando hay menos esporas y hay una correlacion lineal
entre la fase log y la fase lag de acuerdo al tamafio del in6culo en A. flavus L. (Gonzalez
et al., 1987).

Karunaratne y Bullerman (1990), reportaron que la maxima produccion de
aflatoxinas ocurre con una carga de esporas de 10° esporas / ml. En los niveles
superiores o menores a este se presenta en un decremento en la producciéon de
aflatoxinas a temperaturas de crecimiento 6ptimo.

5. FACTORES QUIMICOS

5.1. Sustratos y nutrimentos

El tipo de sustrato también afecta la sintesis y los niveles de produccion de
aflatoxinas. Los sustratos con altas concentraciones de carbohidratos y acidos grasos
aumentan la produccion de aflatoxinas, se ha observado alta produccion de aflatoxinas

en coco fresco (Arseculeratue et al., 1969). Sustratos altos en proteinas y pobres en
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carbohidratos no aumentan la produccion de aflatoxinas en el caso de A. parasiticus S.
Sin embargo, A. flavus L. puede utilizar bajas cantidades de carbohidratos y producir
cantidades grandes de aflatoxinas.

También se ha sefalado que A. flavus L. tiene una mayor actividad proteolitica y
que A. parasiticus S. tiene una mayor actividad lipolitica (El Gendy, 1980).

Con incubacidn prolongada, a temperaturas de aproximadamente 25°C, las
proteinas son degradadas en aminoacidos por las proteasas de los hongos. Algunos de
estos aminoacidos sirven como fuente de nitrégeno, mientras otros sirven como una
fuente de carbono, si otras fuentes de carbono son limitadas. Cuando los aminoacidos
son usados como fuente de carbono, gran cantidad de amonio puede ser liberado y
afecta la produccién de aflatoxinas, ya que el amonio y otras fuentes de nitrégeno
metabolizado inhiben la produccién. de aflatoxinas.

Los estudios han demostrado que la produccion 6ptima de aflatoxinas 6ptima
ocurre sobre un sustrato sélido rico en carbohidratos como en coco, trigo, arroz y
semilla de algodén (Detroy et al., 1971).

El crecimiento de los hongos es un gran problema en los granos de cereales de
todo el mundo y puede degradar la calidad de los productos, asi como ocasionar
efectos adversos para la salud humana y animales, debido a la produccién de
micotoxinas.

La incidencia natural de aflatoxinas es alta en el maiz y cacahuate, mientras que
en granos pequeifios (sorgo, avena, trigo, arroz, cebada y centeno) parecen ser menos
susceptibles a la contaminacién por aflatoxinas (Smith y Moss, 1985).

Las semillas de amaranto son seudo cereales reconocidos por su valor
alimenticio. Estas semillas tienen proteinas de mayor calidad que otros cereales
(Bressani, 1989). Bresler en 1995 report6 la incidencia de zearalenona en granos de
amaranto cultivados en Argentina y se aislaron cepas de otros hongos toxigénos como

A. flavus L. y A. parasiticus S., asi como especies de Fusarium, capaces de producir
zearalenona.
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En cultivo liquido, estos hongos normalmente tienen un periodo de sintesis activa
y acumulacién de la aflatoxina en el medio. Estos hongos, también producen las toxinas
usando diferentes semillas de alimento como sustrato sélido (Sharma et al., 1994).

La biosintesis de aflatoxinas y los niveles de produccién son influenciados por la
composicion de nutrientes del sustrato. Los azlcares simples tales como la glucosa,
fructosa, maltosa y sacarosa son la fuente de carbono preferida para la biosintesis de
aflatoxinas en A. flavus L. (Davies y Diener, 1968). Pero no por la fuente de
carbohidratos tal como peptona, lactosa, sorbosa y acido oleico (Ellis et al., 1991).

Ha sido demostrado que la manosa y la xilosa estimulan la produccién de
aflatoxinas en A. parasiticus S. Sin embargo, estos dos aztcares inhiben la produccion
de aflatoxinas en A. flavus L. Ciertos aminoacidos como la glicina, glutamato, prolina,
aspartato, glutamina, y menos nutrientes tal como Cd**, Mg®*, y Zn®* han sido todos
encontrados para estimular la produccién de aflatoxinas (Mateles y Adye, 1965; Davies
et al.,1967; Lee et al., 1966).

El zinc, es esencial para el crecimiento celular, el metabolismo y también para la
biosintesis de aflatoxinas. La influencia del Zn** se cree que es debida ha la regulacion
de la formacién de compuestos intermediarios, tales como el versicolorin Ay C (Bennett
et al., 1979) implicados en la biosintesis de las aflatoxinas. También se ha observado
que la tiamina y otras vitaminas del complejo B, con excepcion de riboflavina, estimulan
la biosintesis de aflatoxinas (Basappa et al., 1967).

El calcio es importante en el crecimiento de los hongos y en la biosintesis de las
aflatoxinas, ya que participa en los procesos intracelulares y si carece de éste, se
inhiben el crecimiento y la produccion de aflatoxinas (Praveen y Subramanyam, 1999).

5.2. Agentes antifungales.

Ciertos compuestos, inhiben el crecimiento de los hongos. El acido propionico es
un agente antifungistatico efectivo contra A.flavus L., pero esta actividad es influenciada
por el pH y ciertos ingredientes alimenticios (Dixon y Hamilton, 1981).

El acido sérbico es también un preservativo de alimentos y ha sido demostrado,
que esta sal inhibe el crecimiento y produccion de aflatoxinas de A. flavus L. y A.
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parasiticus S. Sin embargo se ha reportado que los niveles subinhibitorios del acido
sorbico estimulan la produccion de aflatoxinas. Yousef y Marth (1983), sugirieron que el
acido sorbico inhibe la biosintesis de aflatoxinas, por que inhibe la transferencia de
substancias del medio de crecimiento hacia el interior de la célula. Gareis ef al. (1984)
propusieron que el efecto estimulatorio de los niveles sub inhibitorios del sorbato puede
ser debido a la inhibicion del ciclo del acido tricarboxilico que permite una acumulacién

o incremento en la concentracion del acetil CoA, un precursor requerido para la sintesis
de aflatoxinas.

6. FACTORES AMBIENTALES

6.1. Temperatura

El rango de temperatura 6ptimo para el crecimiento del hongo y la produccién de
aflatoxinas esta entre 25°C a 30°C (Bullerman, 1979). Sin embargo, en la naturaleza,
las temperaturas son pocas veces constantes debido a las variaciones estacionales o
por calentamiento espontaneo de los granos en los almacenes. Como un resultado de
la variacion de temperatura, la produccion de aflatoxinas puede variar
considerablemente. A bajas temperaturas, la cantidad de AFB y AFG son
aproximadamente iguales, mientras a altas temperaturas la produccién de las AFB es
predominante, en comparacion con las AFG.

Ha sido demostrado que mientras la AFB1 y la AFG1 fueron producidas en igual
cantidad de 15°C hasta 18°C, éstas fueron producidas en una proporcion de 12:1 a
32°C (Diener y Davis, 1969). El decremento en la produccién de aflatoxinas ha sido

atribuido al acelerado catabolismo de la AFG1 a altas temperaturas del almacenamiento
(Schroeder y Hein, 1967).

6.2. La actividad de agua

La actividad de agua es la proporcion de la presion de vapor de agua del

sustrato hasta la presion de vapor de agua pura, en una determinada temperatura y
presion.
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A baja actividad de agua, el agua es retenida por las sales, azticares, proteinas y
otros solutos, por lo tanto el crecimiento de los hongos no puede ocurrir sin que el agua
este presente de forma disponible. La produccién de aflatoxinas decrece en valores de
actividad de agua abajo de 0.85. Sin embargo el crecimiento del hongo puede todavia
ocurrir en valores de actividad de agua de 0.78 hasta 0.80. La minima actividad de agua
para el crecimiento de A. flavus L. ha sido reportada como 0.78 a 0.84, mientras la
minima actividad de agua para la produccién de la toxina fue encontrada en 0.84. Para
A. parasiticus S. tiene un minimo de actividad de agua para su crecimiento de 0.84 y
para la produccién de aflatoxinas el minimo de actividad de agua es de 0.87 (Ellis ef al.,
1991). La actividad de agua éptima para la produccién de aflatoxinas para ambos A.
flavus L. y A. parasiticus S. esta en el rango de 0.95 hasta 0.99. (Diener y Davis, 1967).

Las diferencias pueden ser atribuidas a diferentes factores, incluyendo la cepa
del hongo usada, pero también a la composicion de los sustratos, los cuales, de
acuerdo a Northolt et al. (1976) parecen jugar un papel importante, al igual que la
actividad de agua respecto a la produccién de aflatoxinas.

6.3. Los gases atmosféricos

Los hongos son organismos aerobios, pero la relacién entre los requerimientos
de oxigeno y biéxido de carbono varian considerablemente.

Entre especies y cepas, las bajas concentraciones de CO, se ha demostrado
que son benéficas para la germinacion de la espora y son involucrados en el
metabolismo del hongo y en la sintesis de proteinas, acidos nucleicos e intermediarios
del ciclo del acido tricarboxilico. Se ha demostrado que el biéxido de carbono cataliza a
el malonil CoA involucrado en la sintesis de los acidos grasos asi como otros
compuestos naturales, incluyendo compuestos anillados. Sin embargo a
concentraciones de 20% o mayores de CO,, se inhibe la germinacion de las esporas y a
concentraciones mayores a 10% de CO; se suprime la produccién de toxinas (Tabak y
Cooke, 1968). Un decremento en el oxigeno atmosférico de menos del 20%, o un
incremento en la concentracion del O, hasta 90% se ha encontrado que inhibe la
formacion de aflatoxinas (Landers et al., 1967).
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La sintesis de la toxina es inhibida completamente en una atmésfera de 100% de
CO. y en 100% de N, pero la sintesis de la toxina es suprimida més eficientemente por
altas concentraciones de CO; que de N3 (Shih y Marth, 1973). La maxima produccién
de aflatoxinas depende no solo de la cepa del hongo sino también de la concentracién

de Oz y CO2, en combinacion con la actividad de agua, pH y la temperatura de
almacenamiento (Ellis et al., 1993).

6.4. Laluz

Los efectos de la luz sobre la produccion de aflatoxinas para A. flavus L. y A.
parasiticus S. han sido estudiados por Bennett ef a/. (1978) quienes reportaron que
mientras los conidios fueron producidos en luz y en oscuridad, los conidiéforos fueron
mas abundantes en los hongos que fueron expuestos a la luz . Igualmente, observaron
que la region azul de la luz blanca fue mas efectiva en la foto respuesta de los hongos.

Bennett et al.(1978), también reportaron que la foto respuesta de los hongos fue
influenciada por la temperatura, la cual afecta la produccion de aflatoxinas. Ellos
demostraron que la produccion de aflatoxinas es inhibida por la luz, en cualquiera de las
temperaturas bajas y altas, pero no para las temperaturas intermedias, entre 20 y 25°C.
El tipo de sustrato también afecta la foto respuesta y produccion de aflatoxinas. Joffe y
Lisker (1969) senalaron que la produccion de aflatoxinas fue inhibida en medio Czapek
en presencia de luz. La intensidad de luz juega un papel importante en la destruccién de
las aflatoxinas; Shantha et al. (1986), reportaron un incremento en la degradacion de
aflatoxina B1 con el incremento de la intensidad de luz.

6.5. El pH

Durante el crecimiento de los hongos, el pH del sustrato puede fluctuar entre 4
hasta 5 como resultado de la actividad de los hongos. A. flavus L. y A. parasiticus S.
son capaces de crecer sobre un amplio rango de valores de pH con un crecimiento

6ptimo en los rangos de 5 hasta 8 de pH. Lie y Marth (1968) reportaron que A.flavus L.
y A.parasiticus S. fueron capaces de crecer sobre un rango de pH de 1.7 hasta 9.3, con

un crecimiento 6ptimo de pH entre 3.42 y 5.47. Sin embargo, la produccién de
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aflatoxinas no ocurre de igual manera en todos los niveles de pH. Por lo tanto, mientras

los hongos en general, pueden tolerar mas condiciones acidas, estas condiciones
inhiben la produccion de aflatoxinas.

7. EFECTO DE LAS AFLATOXINAS

En cuanto a su importancia, se sabe que practicamente todos los seres vivos son
susceptibles a las aflatoxinas. A. flavus L. esta adaptado a colonizar un amplio espectro
de fuentes organicas, por ser saprofito, pero también es un organismo patégeno
oportunista en plantas, insectos y vertebrados, incluyendo al hombre (Bhatnagar et al.,
1994); Sus efectos pueden ser agudos o cronicos dependiendo del organismo
afectado, la dosis y la frecuencia de exposicién.

La sensibilidad a las aflatoxinas varia entre las especies, la edad y el sexo en los
animales, asi como la composicion de la dieta (Krishna y Sinha, 1991); algunas
bacterias se inhiben en su presencia, algunas plantas desarrollan albinismo (plantas sin
clorofila), las semillas pierden capacidad de germinacion (Pefia y Duran, 1990).

Desde hace mas de 30 afios se descubrid que las aflatoxinas son sustancias
muy potentes inductoras de cancer en animales de laboratorio (Wogan y Newberne,
1967).

La absorcién de AFB1, después de una administracion oral, resulta relativamente
eficiente y es totalmente dependiente de la especie animal, siendo en general completa.
Por otro lado, esta demostrado que la absorcién de AFB1 a nivel del intestino delgado
es mediante difusién pasiva y dependiente de la composicién lipidica del epitelio
intestinal, sin perder de vista que en el tracto gastrointestinal puede llevarse a cabo una
biotransformacion, generando AFB1- epdxido, dihidrodiol-AFB1 o AFB2 capaces de
interactuar con proteinas intestinales (Hsieh y Wong, 1994).

Las aflatoxinas son consideradas como genotoxinas ya que pueden unirse al
ADN del individuo que lo consume y pueden activar elementos genéticos méviles como
son provirus y retrovirus del genoma, generando una desestabilizacién del mismo que
conduce a distintas anormalidades (Lillehoj,1991). De todas las aflatoxinas la B1 se
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considera la mas toxica y en orden decreciente le siguen: AFG1, AFB2, AFG2, AFM1 y
AFQ1 (Betina, 1989).
En general las aflatoxinas pueden tener serios efectos sobre la salud y vida de

los organismos. Estos efectos pueden ser subdivididos dentro de: 1) efectos
bioquimicos y 2) efectos biologicos.

7.1. Efectos bioquimicos

7.4.1. Energia del metabolismo

Ha sido demostrado que las AFB1, AFG1 y AFM1 inhiben el transporte de
oxigeno a los tejidos porque actiian sobre el sistema de la cadena de transporte de
electrones. Son capaces de inhibir la actividad de la enzima adenosina trifosfatasa en

diferente grado, resultando en un decremento de la produccién de la adenosina
trifosfatasa (Ellis et al,, 1991).

7.1.2. Metabolismo de los carbohidratos y lipidos

Diferentes estudios han demostrado que los niveles hepaticoglicogenos son
reducidos debido a la accién de las aflatoxinas. Esto puede ser debido a los efectos de
las aflatoxinas sobre, la inhibicion de la glicogénesis, disminucién del transporte de la

glucosa dentro de las células del higado y la aceleracién de la glicogendlisis (Ellis ef al.,
1991).

7.1.3. Metabolismo de los acidos nucleicos y proteinas

Las aflatoxinas pueden unirse al DNA alterando su actividad. Ha sido demostrado
que la AFB1 esta unida mas fuertemente con el DNA que las AFG1y AFG2. Las AFB1
pueden ser convertidas a forma epéxida, la cual se une al DNA e impide la
transcripcion de genes. También puede unirse al RNA inhibiendo la sintesis de
proteinas (Swensen et al., 1977). La AFB1 forma un aducto con la albimina de suero
en manera de dosis dependiente por unirse a los componentes de la lisina de estas
proteinas, resultando en la formacion de lisina-AFB1, la cual ha sido usada para probar
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los niveles de exposicion de AFB1 en humanos (Sabbioni, 1990). La AFB1 puede ser
convertida a uno de sus metabolitos, AFB2, la cual reacciona principalmente con grupos
amino libres de las proteinas funcionales. La AFB2 no es generalmente considerada
una micotoxina y se cree que esta en equilibrio con el aldehido, el cual reacciona con el

grupo amino libre para formar bases de Schiffs, resultando en reduccion de la actividad
de la enzima.

7.2. Efectos biolégicos

7.2.1. Toxicidad

La toxicidad de las aflatoxinas esta ampliamente investigada, esto obedece
directamente a la repercusion en la salud humana, asi como a las pérdidas materiales y
econdmicas en el sector pecuario, que puede ocasionar una intoxicacion aguda como la
descrita anteriormente en los afios 60’s con pavos en Inglaterra (Roebuck y Maxuitenko,
1994).

La exposicion cronica a niveles bajos de aflatoxinas es muy probable que ocurra
con mayor facilidad que una exposicion aguda. En la literatura, existen evidencias de
" que una exposicion crénica de AFB1 en animales de experimentacién, produce cancer
e hipertrofia del higado (Roebuck y Maxuitenko, 1994).

7.2.2. Citotoxicidad

Mediante el uso de cultivos celulares (humanos y de animales), se ha probado la
citotoxicidad causada por las aflatoxinas. En general, los efectos se han estudiado en
lineas celulares como células embrionarias de pato, células hepaticas de mono, de
rifién, células hepaticas de embridén humano, células epiteliales de mono, etc.

También esta demostrado que la AFB1 puede afectar el ciclo celular y la mitosis de

algunas células, especialmente hepatocitos (Betina, 1989; Roebuck y Maxuitenko,
1994).
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7.2.3.Efectos inmunosupresores

Las aflatoxinas pueden afectar al sistema inmune celular y humoral, provocando
un aumento en la susceptibilidad de los animales a infecciones causadas por bacterias,
hongos y otros parasitos Ademas, pueden existir efectos inmunotdxicos sin observarse
patologias clinicas aparentes (Coulombe, 1994; Miller y Wilson, 1994).

7.2.4. Carcinogénesis

Las aflatoxinas son conocidas por ser potencialmente carcinégenas y ha sido
demostrado que causan cancer del higado, del colon y de los rifiones en algunos
animales, tal como las ratas, patos y monos. La AFB1 es la principal hepatocarcinégena
en animales, pero también a sido demostrado que AFB2 y AFG1 causan cancer, pero
con un potencial menor que AFB1.

Los efectos toxicologicos de la AFB1, ocurren después de la activacion
metabdlica de la molécula por el mezclado microsomal funcién del sistema oxidasa
(Sarasin et al.,, 1977).Estas reacciones enzimaticas involucran el metabolismo y
destoxificacion. La fase metabélica conduce a la formacion de intermediarios
reactivos, uno de los cuales es 2,3-epoxy-aflatoxina B1. D’ Andrea et al (1978)
reportaron que la adenina y la guanina pueden servir como blanco para unirse a la
actividad microsomal de la AFB1, esta especificidad no ocurre con el DNA
desnaturalizado. Las aflatoxinas B1, B2, G1, y G2 pueden también ser convertidas a su
forma reactiva por foto activacion con luz ultravioleta cercana. La unién de estos
intermediarios reactivos al DNA resulta en una alteracion de la transcripcién, llevando a
la proliferacion de células anormales.

7.2.5. Mutagénesis

Dentro de los bioensayos empleados para medir mutagenicidad de las
aflatoxinas se pueden citar: deteccion de aberraciones cromosémicas en linfocitos
humanos, cultivos pulmonares embrionarios humanos, células de rifién de rata vy
hamster, células Hela, mutaciones en microorganismos como Bacillus subtilis,
Escherichia coli, Neurospora crassa, Salmonella typhimurium, Drosophila melanogaster,
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células T de rifibn humano, cultivo de leucocitos humanos e induccién de fagos en
bacterias lis6genas. Los estudios de mutagenicidad en bacterias sugieren que el posible
mecanismo de AFB1 puede ser iniciado por un proceso de unién AFB1- ADN, llevando
a la formacion de puntos de uniéon en una misma cadena de ADN y con ello alterar la
actividad de la ADN polimerasa (Ellis et al., 1991).

En el caso de la AFB1 se informa que, aproximadamente, la mitad de los
carcinomas hepaticos en regiones con altos niveles de contaminacién de alimentos con
la toxina, contienen una mutacién en el codon 249 del gen supresor del tumor p53. Esta
mutacién consiste en la sustitucion de bases de guanina por timina en la tercera
posicion de este codén, lo cual provoca la insercion del aminoacido serina en la
proteina mutada (Aguilar et al, 1993). Esta simple mutacion provocada por la
micotoxina puede provocar el desarrollo de tumores.

7.2.6. Teratogenicidad

Algunas de las aflatoxinas son capaces de interferir en el desarrollo normal de
los fetos, y la respuesta depende del estadio del desarrollo del feto, la dosis y la via de
administracion. En mamiferos si la administracion se realiza durante la organogénesis
activa (8 dias), ocasiona la muerte fetal y la reabsorcién de algunos fetos, siendo
posible observar malformaciones en algunos fetos que logran sobrevivir. Si la toxina es
aplicada después del 13° dia, cuando la organogénesis esta casi finalizando, no ocurre
malformaciéon de fetos, y la reabsorcion y muerte fetal ocurre con baja frecuencia
(Hayes, 1981).

La AFB1, se ha sugerido que es teratogénica debido a sus efectos prenatales
sobre ciertos animales. Puesto que es un potente inhibidor de la sintesis de proteinas
en células eucaridticas y altera la diferenciacion celular. La susceptibilidad a
teratbgenos varia grandemente durante el curso de la gestacion, aunque el embridén es

mas susceptible durante los estadios tempranos de diferenciacion morfolégica (Ellis et
al., 1991).

21



8. BIOTRANSFORMACION BIOLOGICA DE LAS AFLATOXINAS

Muchos microorganismos, incluyendo bacterias, Actinomycetes, levaduras y

hongos pueden biotransformar aflatoxinas. El organismo mas activo que se ha
descubierto es Flavobacterium aurantiacum NRRL B-184, el cual en solucién acuosa
puede metabolizar irreversiblemente y biotransformar las AFB1, AFG1 y AFM1 (Ciegler
et al., 1966; Lillehoj et al., 1971).
Los microorganismos capaces de convertir AFB1 en aflatoxicol son:Corynebacterium
rubrum, Trichoderma viride, Dactylium denroides, Absidia repens, Rhizopus arrhizus,
Rhizopus stolonifer, Aspergillus niger, Mucor ambigus, Mucor alternans, Mucor griseo-
cyanus, Rhizopus oryzae, Tetrahymena pyriformis.

Sin embargo la conversion de AFB1 a aflatoxicol es muy bajo y un proceso
incompleto y puede tomar de 3 a 4 dias hasta biotransformar el 60% de AFB1 a
aflatoxicol (Detroy y Hesseltine, 1969; Karunaratne y Bullerman, 1990).

Karunaratne y Bullerman (1990) también demostraron que Lactobacillus
acidophilus, L. bulgaricus, y L. plantarum pueden ser usados para prevenir el
crecimiento del hongo y biotransformar las aflatoxinas. La prevencion del crecimiento
del hongo fue atribuido a un efecto del pHy a la competencia microbiana.

Lactobacillus casei pseudoplantarum es capaz de inhibir el crecimiento de A.
flavus L. y la produccion de AFB1 y AFG1 (Gourama y Bullerman, 1997).

Los hongos capaces de producir aflatoxinas también pueden metabolizarlas. Ha sido
demostrado que la produccién de aflatoxinas por A. parasiticus S. y A. flavus L. llega a
un maximo y comienza a biotransformarse durante la incubacion continua del cultivo en
liquido. Las condiciones para la biotransformacion de las aflatoxinas por estos hongos,
de acuerdo con Doyle ef al. (1982) son:

1. La edad del micelio, de 8 a 10 dias son muy efectivos para la biotransformacion

de la aflatoxina B1.
2. El micelio fragmentado es mas efectivo que el micelio intacto.

3. Las cepas que producen gran cantidad de aflatoxinas generalmente
biotransforman mas aflatoxinas.
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4. Incrementando la cantidad de micelio en el medio de crecimiento se incrementa
la velocidad de la degradacion de la aflatoxina.

5. La maxima actividad degradativa ocurre a los 28°C.

6. La maxima actividad degradativa es alrededor de un pH de 5 hasta 6.5.

Se piensa que estas reacciones de biotransformacion ocurren por la actividad
enzimatica y que estas enzimas producen finalmente productos o subproductos que
reaccionan con las aflatoxinas. Se ha especulado que la peroxidasa era una de las
enzimas que catalizan la descomposicion de los hidroperdxidos, hasta producir
radicales libres (Richardson, 1976), los cuales pljedén reaccionar con las aflatoxinas.

Ademas, ciertas peroxidasas, tal como mieloperoxidasas producen hipoclorito y
oxigeno unicamente en presencia del peréxido de hidrégeno y el ion cloro (Allen, 1975).
Doyle y Marth en 1979 demostraron que A.parasiticus S. es capaz de producir
peroxidasas y biotransformar la AFB1.

9. BIOCONTROL

Dorner et al. (2003) reportaron que utilizando cepas no toxigénicas de A. flavus L.
y A. parasiticus S. se reduce la contaminacion de aflatoxinas en cacahuate antes de la
cosecha. Ellos encontraron que la concentracion de aflatoxinas en cacahuate, fue
reducida en un 92% durante dos afios en suelos donde se aplic6 arroz fermentado en
estado solido con conidios de A. flavus L. y A. parasiticus S. no toxigénicos.

Los extractos de ciertas especies y hierbas de importancia medicinal tienen
propiedades antifungales. Estos agentes antifungales naturales pueden ser
potencialmente explotados para controlar el crecimiento de los hongos y por lo tanto
inhibir la formacion de aflatoxinas. Selvi et al. (2003) reportaron que el extracto de
Garcinia indica tiene propiedades antifungales y antioxidantes, este extracto puede ser
explotado y aplicado comercialmente para algunos alimentos para evitar el desarrollo de
hongos y produccién de aflatoxinas. Ellos encontraron que inhibe a A. flavus L. y a la

produccién de aflatoxinas en cacahuate, hasta el 100%, en una concentracion del
extracto de Gamicia indica de 3,000 ppm.

23



Passone et al. (2003) reportaron que los antioxidantes fendlicos controlan la
germinacion conidial, el crecimiento micelial y la produccion de aflatoxinas en
Aspergillus flavus L. y A. parasiticus S. en cacahuate.

10. LA PRODUCCION DE AFLATOXINAS EN MAiz

Uno de los factores que reducen la calidad nutricional y sanitaria de los granos
de maiz, es la contaminacién de éstos con metabolitos téxicos producidos por hongos
toxigenicos. C

La prevencion es el principal enfoque que se le debe dar al problema de la
contaminacion de los granos con los metabolitos de estos hongos. Sin embargo,
prevenir la produccion de aflatoxinas en el campo no es una tarea facil; dicho riesgo
puede ser aminorado mediante la aplicacion de ciertas practicas de cultivo
desfavorables para el establecimiento del Aspergillus flavus L. en la mazorca de maiz
(Lisker y Lillehoj, 1991; Rodriguez-del-Bosque, 1996).

Otra manera de controlar los hongos productores de aflatoxinas es el uso de
fungicidas; sin embargo, se ha encontrado que las sustancias (sales de acidos
organicos) que pueden ser usadas en granos alimenticios imparten a los granos olores
y sabores desagradables al hombre y su uso esta orientado a la preservacion de maiz
destinado a la alimentacion del ganado (Raeker et al., 1992; Sauer y Burroughs,1974).
Por otra parte, hay investigacion que muestra el beneficio de tratar las semillas de maiz
con ciertos fungicidas para proteger su viabilidad de la accién de los hongos de
almacén, pero su uso esta restringido solamente a las semillas por su alta toxicidad y no
pueden ser utilizados en granos destinados a la alimentacién (Moreno y Ramirez,
1985).

Considerando todo lo anterior, y teniendo en cuenta que en ciertas regiones del
pais, tanto por cuestiones climaticas como tecnoldgicas se dificulta el almacenar los
granos con bajos contenidos de humedad, se ha considerado importante explotar otras
alternativas para el almacenamiento de granos destinados a la alimentacion del

hombre, entre ellas, el almacenamiento hermético. La efectividad de este método se
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basa en el consumo del oxigeno y en la producciéon de biéxido de carbono por la
respiracion de los insectos, los hongos y del mismo grano, lo cual crea una atmésfera
letal para los insectos e inhibitoria para los hongos (Hyde, 1965; Banks,1981; Kawasugi
et al., 1994).

La presencia de aflatoxinas es inevitable en algunos lotes de maiz, dada las
condiciones en las que las micotoxinas se forman, tanto en la planta en pie, en el
campo, como durante el manejo poscosecha, hasta su utilizacion. Ademas, la presencia
de aflatoxinas en este cereal no esta limitada a una region climatica o geografica y no
se encuentran en todo el maiz que se produce o se almacena. Por tanto, las agencias
gubernamentales de muchos paises, ligadas a la salud y calidad de los alimentos,
importadores o exportadores de maiz, han establecido normas y restricciones para
algunas micotoxinas en la cadena alimentaria.

Es importante poner atencion a los almacenamientos y a los transportes para
evitar que niveles peligrosos de aflatoxinas lleguen a la poblacion. También es
importante destacar que las aflatoxinas tienen efecto acumulativo en los animales, por

lo que no se debe despreciar la presencia de aflatoxinas aun en niveles por debajo de
los establecidos en las normas (Garcia et al., 2001).

10.1 Prevencion de la contaminacién del maiz con aflatoxinas en el campo
La prevencion mediante el control antes de la cosecha es el primer paso para
asegurar un producto final.

La invasion de Aspergillus flavus L. y produccion de aflatoxinas ocurre
frecuentemente en el campo, cuando el maiz es atacado por los gusanos de la
mazorca. Una vez infectado el cultivo en las condiciones reinantes en el campo, la
proliferacion de los hongos proseguira durante las etapas posteriores a la cosecha y el
almacenamiento. Por consiguiente, el control antes de la cosecha esta orientado a
afrontar factores criticos que potencian la producciéon de micotoxinas. Algunas de las
principales estrategias utilizadas son las siguientes:

A) Manejo adecuado de riesgo y el estado del suelo (temperatura y una humedad

relativa elevadas son esenciales para la germinacion de las esporas y la
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proliferacion fungosa).

B) Desarrollo de maices comerciales resistentes a la invasién de los hongos
toxigenos y a la sintesis de las aflatoxinas. Zuber ef al. (1983); Widstrom et al.
(1987); Zeringue y McCormick (1990); Zeringue et al. (1996) demostraron
que diferentes genotipos de maiz tienen compuestos quimicos volatiles que
afectan significativamente el crecimiento de los hongos y la producciéon de
aflatoxinas. En los genotipos resistentes se ha encontrado que tienen mas altas
concentraciones de acido linoleico y acido oleico que en las variedades
susceptibles (Zeringue et al., 1996). Wright et al. (2000) demostraron que
en A. parasiticus S. el camfeno y el limoneno inhiben la produccién de estas
toxinas en un 33 y 90%, respectivamente. El 1-nonanol inhibe completamente
la biosintesis de las aflatoxinas. Estos compuestos volatiles inhiben el
crecimiento de A. flavus L. y la produccion de toxinas como una respuesta de la
planta ante una infeccién por estos hongos (Zeringue et al.,1996). La produccién
de aldehidos volatiles por la planta hospedera, es utilizada como resistencia a
hongos que producen aflatoxinas. Sin embargo, no todos los compuestos
volatiles son Utiles contra la invasion de los hongos.

C) Manejo adecuado de los residuos agricolas, destruccion de malezas (medio
apropiado para la supervivencia de esporas de hongos) y la practicade la
rotacion de cultivos.

D) Control de la infestacion por insectos de los granos y prevencion de dafios
mecanicos de los productos; daios que facilitan la entrada de Aspergillus flavus
L. y A. parasiticus S. y por lo tanto la posterior produccion de aflatoxinas.

E) Cosechar tan pronto se alcance la madurez fisiologica del maiz, de tal manera

que se evite que el grano permanezca mucho tiempo en el campo.

10.2. Control durante la cosecha

La cosecha debe llevarse a cabo sin dafar mecanicamente el grano; ese dafo
facilita el establecimiento de los hongos. La cosecha debe de ser rapida, ya que
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algunos estudios han indicado que los cultivos que se dejan en el campo durante mas

tiempo presentan niveles mas altos de contaminacion con aflatoxinas.

10.3. Control después de la cosecha y descontaminacion
Es esencial que el producto esté suficientemente seco para evitar la proliferacion
de hongos durante el almacenamiento.

Aunque la prevencion es la mejor estrategia de control, no siempre es posible
lograrlo, y habra contaminaciones con aflatoxinas. Por consiguiente, los procedimientos
de control después de la cosecha y de descontaminacion representan un medio
importante para evitar la exposiciéon de los consumidores. Entre los criterios especificos

para la evaluacién y aceptaciéon de determinados procedimientos de reduccion de las
micotoxinas o de descontaminacion se incluyen los siguientes:

a. Inactivar, o eliminar las toxinas.

b. En los productos, como el maiz para el ganado, no deben quedar toxinas por
arriba de los limites establecidos por las normas.

c. Conservar el valor nutritivo y la aceptabilidad del producto para alimento animal.

d. No alterar de modo apreciable las propiedades fisicas y nutricionales del
producto.

e. Si es posible, destruir las esporas de los hongos toxigénicos, que no vayan en el
alimento descontaminado.

11. DESCONTAMINACION DE LOS ALIMENTOS CON AFLATOXINAS

El riesgo provocado por el posible consumo de aflatoxinas, ha llevado al
desarrollo de métodos para su eliminacién. En la detoxificacion se han propuesto varios
métodos, que incluyen tratamientos quimicos y fisicos o ambos. No se debe ocasionar
alteraciones organolépticas ni nutricionales en los alimentos.

La molécula de la AFB1 muestra dos sitios importantes de actividad toxica, el
primero se localiza en el doble enlace de la posicion 8, 9 del anillo furano y el segundo

sitio reactivo se encuentra en el anillo de la lactona, el cual es facilmente hidrolizable, y
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es el responsable de la fluorescencia. Lo que sugiere que al remover el doble enlace o

abrir el anillo de la lactona, se puede degradar la molécula (Samarajeewa et al., 1990).

11.1. Tratamientos quimicos

Se ha demostrado que la reduccién de la contaminacion de alimentos con
aflatoxinas es factible y practica, si se hace por medio de tratamientos quimicos. Para
éstos se han empleado diversos agentes quimicos, los mas eficientes son los agentes
colorantes, oxidantes e hidroliticos. Es importante sefalar que la mayoria de los
estudios se han realizado con la AFB1 pura. Dichas sustancias actian en alguno de los
sitios activos de la molécula de la AFB1 (residuo de cumarina y doble enlace terminal
en el furano), provocando con ello su degradacion.

11.1.1. Alcalinizaciéon

Se ha postulado que el tratamiento alcalino provoca la degradacién de la AFB1 y

esto lo hace abriendo (hidrolisis) el anillo de lactona presente en la molécula
(Samarajeewa et al., 1990).

11.1.2. Amoniaco.

El amoniaco en estado gaseoso o en soluciones, con o sin aplicacién de
temperaturas, y con o sin presion, parece ser la forma mas eficiente para
descontaminar materiales con aflatoxinas.

Este medio puede reducir los niveles de aflatoxinas en maiz y sus productos
hasta en un 90%. Sin embargo, aun cuando el proceso de amoniacién incrementa el
nivel total de nitrégeno, el contenido de lisina y metionina se ven disminuidos, lo que le
confiere menor valor nutricional al alimento (Samarajeewa ef al., 1990).

11.1.3 Perdxido de hidrégeno (H;0,)

Este compuesto ha sido empleado como técnica comun para la
descontaminacion oxidativa de pastas de cacahuate contaminadas con aflatoxinas. La

adiciéon de compuestos basicos facilita la degradacion oxidativa de la toxina y ello ocurre
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por el ataque del peréxido al anillo de furano que facilita que se reduzca el doble enlace
en la molécula de toxina.

Un 3% de H20. ha sido empleado en maiz para reducir los niveles de aflatoxinas
de 397 ppb a menos de 20 ppb, ademas las pérdidas de proteinas y lipidos son
menores de 6% (Ellis et al., 1991). Se ha observado que los residuos presentes en

alimentos tratados con este quimico no son téxicos por si solos (Samarajeewa et al.,
1990).

11.1.4. Peroxidasa

La AFB1 producida por A. flavus L. , fue detoxificada in vitro , hasta un 60% por
la peroxidasa de rabano comercial. Se extrajeron y purificaron parcialmente peroxidasas
de la raiz del rabano fresco, se agregaron sobre la toxina in vitro con la reduccion
aproximadamente entre 30 y 38% en los niveles de ésta. La reaccion enzimatica optima
ocurre en un buffer de fosfato a una temperatura de 20°C, pH6, en un tiempo de
incubacién de 60 min. y presién normal (Das y Mishra, 2000).

11.1.5 Hipoclorito de sodio

Se ha demostrado que este compuesto tiene efectos positivos en la degradacion
de aflatoxinas en alimentos. Se han probado soluciones con diferentes concentraciones
y se encontré una degradacion casi total tanto cuando se utilizé la AFB1 pura, como en
alimentos para ganado (Mann ef al., 1970). Sin embargo la presencia de cloro residual
en alimentos tratados, la produccién de grasas modificadas y proteinas con toxicidad

desconocida debidas al tratamiento aplicado deben ser estudiadas mas a fondo para
evitar dafio a la salud (Samarajeewa ef al., 1990).

11.1.6. 0zono

Es un agente oxidante muy poderoso, por lo que tiene un potencial elevado para
la degradacion de aflatoxinas mediante el ataque al doble enlace 8, 9 del anillo furano.

Se ha informado que el ozono reduce los niveles hasta en un 91% en semillas de
algodén (con 22% de humedad), tratamiento que degradé la calidad nutricia, ya que el
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contenido de lisina se vi6 disminuido, siendo esto una desventaja de este método
(Samarajeewa ef al., 1990).

11.1.7. Otros sustancias quimicas

Una variedad de otros quimicos han sido probados para evaluar su habilidad en
la destruccion de aflatoxinas. De ellos se han preparado soluciones conteniendo
diferentes concentraciones de metanol, aldehidos, peréxido de benzoilo, permanganato
de potasio, los cuales son notablemente eficientes, sin embargo su aplicacion en

alimentos es restringida por problemas de salud que pueden causar los residuos
quimicos (Samarajeewa ef al., 1990).

11.2. Tratamientos fisicos

11.2.1 Temperatura

Las aflatoxinas pueden ser destruidas parcialmente por tostado o rostizado,
estando directamente relacionado con la temperatura empleada, el tiempo y el
contenido de humedad. En cuanto a otros tratamientos térmicos (pasteurizacion
horneado, esterilizacion, etc.) los datos son contradictorios (Purchase et al., 1972;
Stoloff ef al., 1975). La AFB1 es estable a 260°C , siendo su punto de fusién, y aunque
la temperatura de descomposicion es de 269°C, se ha observado que en algunos
alimentos se necesitan temperaturas tan altas como 300°C para eliminar la toxina. Las
temperaturas necesarias van a depender de las condiciones ambientales a las que
estén expuestas las aflatoxinas (Samarajeewa et al., 1990). Por lo tanto debe tenerse
especial cuidado en las condiciones bajo las cuales se cultiva el maiz, asi como en las

practicas de almacenamiento de los granos; ésto es, en su etapa de poscosecha.

11.2.2. Radiaciones

Bajo condiciones apropiadas de luz, las aflatoxinas pueden ser degradadas,
especialmente con la luz ultravioleta. La luz solar ha sido utilizada para reducir los
niveles de aflatoxinas en pastas de cacahuate y aceites vegetales (Rustom ,1997).
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La luz ultravioleta ha sido ampliamente utilizada en la degradacion de AFM1 en leche, el
proceso puede llegar a eliminar toda la toxina de la leche y lo hace mas eficiente en
presencia de peréxido de hidrégeno (Yousef y Marth, 1987). La AFB1 absorbe radiacion
UV en su mayoria a 362 nm en la cual su actividad aumenta haciéndose mas
susceptible a su degradacion, siendo afectada en la parte terminal del anillo furano. Sin
embargo, pruebas de laboratorio indican un uso limitado ya que los compuestos de
degradacion parecen ser toxicos (Samarajeewa et al., 1990).

La radiacion gama aplicada a semillas de Nigella sativa invadida de Aspergillus
flavus L., se indic6 que ninguna cepa radioresistente puede producir micotoxinas,
encontrando que estaban libres de AFB1, AFB2, AFG1 y AFG2. La radiacion gama en
una dosis de 6.0 kG hiz6 que las semillas estuvieran libres de hongos. La radiacion

gama causa inhibicién de la germinacién de las esporas y como consecuencia decrece
el peso seco del micelio (El-Bazza et al., 2001).

11.2.3. Atmoésferas modificadas

Una atmésfera modificada es aquella en la cual la composicion normal del aire
ha sido cambiada; regularmente se disminuye la cantidad de O, mientras que se
aumentan las concentraciones de CO, y N,. Este tipo de tratamientos ha sido utilizado
para controlar el crecimiento de A .flavus L. y con ello la produccion de aflatoxinas
(Moreno et al., 1987; Ellis et al., 1991; Dharmaputra ef al., 2000 ).

11.2.4. Adsorcion

Masimango et al. (1978) mostraron que la AFB1 en solucién era adsorbida por la
bentonita cuando ésta se adicionaba a la solucion, de tal forma que al remover la
bentonita se observd que gran parte del contenido de la aflatoxina presente era
removida de la solucion. La caracteristica de la bentonita de adsorber y retener las
aflatoxinas, depende del tamario de la particula y de la temperatura del tratamiento
(Ellis et al., 1991).

Los aluminio-silicatos de sodio y de calcio tienen una alta afinidad por las AFB1.

En un estudio se observé que el 80% de las aflatoxinas se removieron en la solucion.
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Ademas en estudios in vivo se demostré que los aluminio-silicatos previenen la
mutagenicidad y la toxicidad de la AFB1 (Rustom, 1997).

12. METODOS PARA DETECTAR Y CUANTIFICAR AFLATOXINAS EN MAIZ

12.1. La luz negra

El maiz contaminado con A. flavus L. producen una caracteristica fluorescencia
verde-amarillo brillante cuando es examinado en un cuarto oscuro bajo una longitud de
onda corta de luz ultravioleta que es cominmente llamada luz negra (254 nm). Esta
fluorescencia es el resultado de las propiedades del acido kéjico que es otro compuesto
producido por A. flavus L., y que no esta relacionado directamente con la aflatoxina. La
prueba de luz negra es una prueba presuntiva y asume la presencia de aflatoxinas, por
la presencia del acido kdéjico que indica que A. flavus L. esta presente. Este método no
determina la cantidad de aflatoxinas totales.

Prueba de minicolumna o prueba de minicolumna de Holiday. Esta es una prueba
para determinar aflatoxinas. Esta es rapida y relativamente econdémica. Es cominmente
empleada para determinar si las aflatoxinas en el maiz excede de 20 ppb. si la muestra
utilizada para el analisis es representativa de la carga completa. Este método es
aceptado para determinar si la carga es aceptada o rechazada.

12.2. Cromatografia de capa fina (TLC)

La técnica de cromatografia de capa fina determina las aflatoxinas y es mas
precisa la medida para determinar la concentracion de aflatoxinas en maiz. El método
de extraccion y extraccion de aflatoxinas es aceptado por la AOAC (1995). Este método
es empleado en pruebas de laboratorio. Detecta niveles bajos como 1ng/g.

12.3. Kits de pruebas rapidas

Con estas pruebas se puede determinar las concentraciones de aflatoxinas en

maiz como son Aflatest (20-30 min), Agri-Screen (30-40 min) Ez-Screen y Quick-Card
(30 min).
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12.4. Cromatografia liquida (HPLC)

Es similar al TLC en muchos aspectos, incluye una aplicacion, una fase
estacionaria y una fase movil. Los métodos de cromatografia liquida determinan las
aflatoxinas en los alimentos, incluyen una fase normal, una fase reversa y una
prederivatizacion antes de pasar por la columna. La fase reversa es seguida por una

post columna, la fase reversa es en donde se hace la deteccidn electroquimica y por
fluorescencia.

12.5. Inmunoafinidad en columna con anticuerpos monoclonales

Este método consiste en el uso de anticuerpos inmovilizados para aislar AFB1,
AFB2, AFG1, AFG2, y AFM1 de extractos de forrajes, alimentos, granos, leche y sus
productos (Vicam, 1999).

Los anticuerpos estan quimicamente ligados a pequeiias esferas de vidrio y
empacados en una columna, éstos actian selectivamente atrapando a las aflatoxinas y
todos los demas componentes se eluyen de la columna mediante lavados. Finalmente
las aflatoxinas son removidas empleando un solvente, y una vez separadas, la medicion
se hace directamente en un fluorémetro, 6 por HPLC o también por TLC (Vicam, 1999).

La ventaja analitica mas importante del Aflatest, es la rapidez en eliminar todas
las interferencias en el primer paso, asi como los bajos niveles de deteccion que son de
0.5 ppb (Hansen, 1990). Sin embargo, una de las limitantes de este método (hecho ex -
profeso para granos), es que no puede ser empleado en el andlisis de aflatoxinas en
otros productos, como tejidos animales, debido a compuestos presentes en los
extractos los cuales pueden causar interferencia, pudiendo bloquear los sitios de unién
de los anticuerpos, haciendo practicamente imposible la determinacion.
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13. LEGISLACION INTERNACIONAL

NOM (Norma Oficial Mexicana) — 187-SSAI/SCFI-2002.

Producto Limite maximo de aflatoxinas
(Hg/kg)

Masa 12

Tortilla de maiz nixtamalizado. 12

Tostada de maiz nixtamalizado. 12

Harina de maiz nixtamalizado para

preparar tortillas y tostadas. 12
Tortillas de trigo. 20
Tortillas integrales. 20
Harinas para preparar tortillas de trigo. 20
Harinas integrales para preparar tortillas. 20

Niveles permitidos de aflatoxinas en diferentes alimentos de consumo humano.
(Secretaria de Salud en ltalia, 1999).

AFLATOXINAS PRODUCTO pg/Kg

Aflatoxinas B1 Condimentos 10

Aflatoxinas B1 Hierbas de té 5
Aflatoxinas totales Comida para bebé 0.1

(B1, B2, G1, G2)

Aflatoxinas totales Condimentos 20
(B1, B2, G1, G2)
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Reglamento técnico Mercosur sobre limites maximos de aflatoxinas admisibles
en leche, mani y maiz .

LIMITES MAXIMOS ADMISIBLES DE CONCENTRACION DE AFLATOXINAS

ALIMENTO AFLATOXINA |[LIMITE
1. Leche

1.1 Leche fluida M1 0,5 pg/L
1.2. Leche en polvo M1 5,0 ug/kg
2. Maiz

2.1. Maiz en grano

(entero, partido, aplastado) B1+B2+G1+G2 |20 pg/kg
2.2. Harinas o sémolas de maiz

3. Mani

3.1. Mani
B1+B2+G1+G2
(sin descascarar, descascarado, | B1+B2+G1+G2 |20 pg/kg
crudo o tostado)
3.2. Mani en pasta

(pasta de mani o manteca de

mani)

MERCOSUR/GMC/RES. N° 25/02
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Limites permitidos para consumo animal en Estados Unidos (FDA).

Especie/ etapa de produccion

Limite Maximo pg/Kg

Humanos 20

Aves 20

Aves adultas /excepto de engorda) 100
Ganado lechero 20

Cerdos de engorda:

Entre 25 y 45 Kg 100
Mayores de 45 Kg 200
Adultos destinados a reproduccion 100
Rumiantes:

Adultos destinados a reproduccion 100
De engorda en etapa de finalizacion (para carne) 300
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JUSTIFICACION.

En México no se han realizado estudios especificos en las especies nativas del grupo
A. flavus Link, concernientes a la relacion de las caracteristicas morfolégicas de estas
especies con la produccion de aflatoxinas. Asi mismo, se crey6é conveniente estudiar
comparativamente la produccién de diferentes cepas de las dos especies A. flavus Link
y A. parasiticus Speare; aisladas de productos de consumo normal en el mercado
nacional.

Por otra parte, se consideré importante el estudiar el efecto de diferentes condiciones
de humedad, temperatura y de sustrato, liquido y sélido, sobre la produccién de
aflatoxinas; considerando que aun se requiere de esta informacion para definir el rango
de condiciones ambientales que permiten el desarrollo de estos hongos y la produccién

de aflatoxinas que representan un alto riesgo para la salud humana y animal.
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Ill. OBJETIVOS E HIPOTESIS

Objetivo General
Caracterizar las cepas de Aspergillus flavus Link y Aspergillus parasiticus Speare en

relacion a su morfologia y a su produccién de aflatoxinas.

Objetivos Especificos:

a) Obtener diferentes cepas de Aspergillus flavus Link y A.parasiticus Speare de
diferentes sustratos.

b) Estudiar la relacién de la morfologia externa de los hongos Aspergillus flavus Link y
A.parasiticus Speare y la produccién o no produccion de aflatoxinas.

¢) Evaluar la capacidad de produccion de aflatoxinas de cada cepa en condiciones

optimas, en medio liquido y medio soélido ( granos de maiz).

e) Determinar el efecto de la humedad, de la temperatura y del tiempo de incubacién
en la produccion de aflatoxinas entre tres cepas de Aspergillus flavus Link y tres
cepas de Aspergillus parasiticus Speare.

f) Estudiar el efecto de la actividad de las especies de Aspergillus flavus Link y
Aspergillus parasiticus Speare productoras de aflatoxinas y no productoras sobre la
germinacién de los granos de maiz.
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HIPOTESIS

Las cepas nativas de Aspergillus flavus Link y Aspergillus parasiticus Speare presentan
una alta diversidad en la produccion de aflatoxinas, en diferentes condiciones de
almacenamiento en granos de maiz y en medio de cultivo liquido. Asi como notables

diferencias morfologicas entre las cepas de la misma especie.
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DIAGRAMA DE TRABAJO

Se obtuvieron muestras: maiz, cacahuate , almendras, nueces,
coco, pistache, semilla de calabaza, cebada, chile seco.

!

Se desinfectaron con hipoclorito de sodio

'

Se colocaron en medio de cultivo de MSA y PDA

v

Se aislaron A. flavus L. y A. parasiticus S.
Se purificaron e identificaron en medio de Czapek

v

Se eligieron 3 cepas de A.
flavus L. y tres cepas de A.
parasiticus S.

7

Se midieron y se
observaron las
caracteristicas
morfolégicas de cada cepa
de ambas especies

r

»

Se eligieron 3 cepas de
A. flavus L. y 3 cepas
de A. parasiticus S.

v

= Cada una de las cepas Se inoculé el
Se inocularon en Cada una de las cepas de de las dos especies se grano de maiz
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IV. MATERIALES Y METODOS

1. Aislamiento e identificacion de cepas de Aspergillus flavus Link y
Aspergillus parasiticus Speare

1.1. Cepas de A. flavus Link y A. parasiticus Speare

Se aislaron diferentes cepas de Aspergillus flavus L. y A. parasiticus S.
provenientes de diversos productos comerciales como maiz, cacahuate, chile, coco,
nuez, pistache, almendra y semillas de calabaza. Las semillas o granos fueron
desinfectadas superficialmente con una solucion de hipoclorito de sodio al 2%, durante
un minuto, para ser “sembradas” en cajas de petri, con los medios de cultivo malta-sal-
agar (MSA, 6% de cloruro de sodio) y de papa dextrosa agar (PDA). La temperatura de

incubacion fue de 27°C durante 7 dias. Después se aislaron las cepas y se purificaron
en MSA.

1.2. Identificacion y caracteristicas morfolégicas de cada cepa aislada

La identificacion de las cepas se realiz6 en el medio de cultivo Czapek
recomendado por Raper y Fennell (1965). Las esporas de cada cepa se colocaron en
el centro de la caja de petri con el medio de cultivo de Czapek. Cada cepa se dejo
crecer durante 10 dias a 27 °C y se identific6 mediante la medicion del tamafio de la
colonia; el tamafio y color de los esclerocios, el tamafo de los conidios, y se tom6 en
cuenta el color de la colonia, la forma de la cabezuela, si es biseriada o monoseriada,
crecimiento de la colonia y el micelio para identificarlas de acuerdo a las caracteristicas
sefialadas por Raper y Fennell (1965), para las especies del grupo Aspergillus flavus.
Durante el tiempo de experimentacion y para su conservacion, las cepas de Aspergillus

flavus L. y A. parasiticus S. se mantuvieron a 4°C en medio de cultivo de MSA, PDA y
tierra.
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2. Cultivo de las cepas de Aspergillus flavus L. y A. parasiticus S. en medio

liquido de arroz y maiz, para caracterizar las cepas en funciéon de Ia
produccion de aflatoxinas

2.1. Suspension de esporas para inocular en medio liquido con harina arroz

Para definir la capacidad productora de aflatoxinas de cada especie en medio
liquido de harina de arroz, se procedi6é a preparar el in6culo para agregarlo al medio de
cultivo mencionado para observar la produccion de aflatoxinas de cada una de las

cepas, tanto de A. flavus L. como de A. parasiticus S., aisladas de los diversos
productos alimenticios arriba sefalados.

De cada cepa cultivada en el medio de Czapek, se obtuvo con el sacabocado
del numero 2, una porcidon de agar con el hongo, la que se coloc6é en un tubo de
ensaye con 20 ml de agua destilada estéril y tween 80 al 0.05 %; el tubo se agit6 para
homogenizar las esporas en el agua. Posteriormente, se realizé el conteo de esporas
(aproximadamente 364,000 esporas / ml) con la camara de Neubauer (French y Teddy,

1982). Esta suspension con esporas se utilizé para inocular tanto los granos de maiz
como el medio liquido con arroz.

2.2. Medio liquido para la produccion de aflatoxinas

El medio liquido que se usé para estudiar la capacidad productora de aflatoxinas
de las cepas de A. flavus L. y A. parasiticus S. fue el recomendado por Misra y Sinha
(1979). Para lo cual, se afiadi6é 40 g de harina de arroz en 500 ml de agua destilada y
se hirvié durante 15 minutos; después se filir6 a través de una gasa, y se agregaron 30
g de sacarosa, 1 g de extracto de levadura, aforandose con agua destilada hasta
obtener 1000 ml. Una vez que el material se disolvié perfectamente, se colocaron 50 mi
en matraces de 250 ml. El medio se esterilizé en el autoclave durante 15 minutos a
120°C. Cada matraz conteniendo el medio de arroz liquido, se inoculé con 1 ml de la
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suspension de esporas (364,000 esporas/ ml aproximadamente); a la suspension se le
agreg6 tween 80 (0.05%) para romper la tension superficial de las esporas y asi permitir
una distribucién mas homogénea de las esporas en la suspension. Los matraces con el
medio inoculado, se incubaron a 27°C durante 7 dias; agitandose manualmente dos

veces al dia. Alos 7 dias se esterilizaron los matraces en autoclave durante 15 minutos
a120°C y 15 Ib. de presion.

2.3. Cuantificacion de la produccion de aflatoxinas en medio liquido de arroz, de
cada cepa de las dos especies de Aspergillus -

Se colocaron 25 ml del medio liquido de cada cepa, mas 25 ml de metanol al 80 %
y 2.5 g de NaCl, se agit6 durante tres minutos manualmente, se filtr6 con papel filtro
aflautado; del filtrado se tomaron 10 ml y se agregaron 40 ml de agua destilada.
Posteriormente, se filtr6 con papel fibra de vidrio, del filtrado se tomaron 10 ml y se
pasaron por la columna del AflaTest-p, se lavo la columna con 10 ml de agua destilada
dos veces y por la columna se pasé posteriormente 1 ml de metanol grado HPLC,
recolectandose en un tubo, al cual se le agregdé 1 ml de la solucién reveladora (bromo)
al 1% y se tomé la lectura en el fluorémetro de VICAM serie 4 (Candlish et al., 1991).
Todo esto, de acuerdo al método para harina de arroz de AflaTest (VICAM, 1999).

3. Produccion de aflatoxinas por las diferentes cepas de Aspergillus flavus L. y A.
parasiticus S. en medio sélido (grano de maiz)

3.1. Maiz

Se utilizaron granos de maiz blanco AS-900 proporcionado por la Asociacion de
Productores de Semilla del Estado de México, S.A de C.V. El maiz a su arribo al

laboratorio, se almacen6 en bolsas de polietileno a una temperatura de 7°C, hasta su
utilizacion.
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3.2. Contenido de humedad del maiz

Se procedi6é de acuerdo al método 44-19 de la AACC (1983). Cuatro gramos de
muestra de maiz (grano entero) se colocaron en cajas de aluminio en una estufa con

circulacion forzada de aire a 103°C durante 72 hrs. Las mediciones se hicieron por
triplicado.

3.3. Suspension de esporas para inocular el medio sélido (grano de maiz)

La suspension de esporas se realizé como se menciona en el punto 2.1

3.4. Inoculacion del grano de maiz con las cepas de A. flavus L. y A. parasiticus
S., para la produccion de aflatoxinas

Para cada una de las dos especies productoras de aflatoxinas, se tuvo un lote
de 114 unidades experimentales de 200 g cada una de maiz, con un contenido de

humedad de 18% (con tres repeticiones por cepa); las cuales fueron preparadas de la
siguiente manera:

Las muestras de 200 g de maiz fueron desinfectadas con hipoclorito de sodio al
2% durante 1 minuto, se secaron los granos de maiz en una campana de flujo laminar
para evitar que se contaminaran. Una vez secas y conociendo su contenido de
humedad, los granos de maiz fueron colocadas en frascos estériles de 250 ml. El

contenido de humedad fue ajustado a 18% mediante la adicibn de agua destilada
estéril de acuerdo al método de Pixtén (1982).

Durante el proceso de ajuste de la humedad a 18%, se llevo acabo la inoculacién
con la suspension de esporas (aproximadamente 364,000 esporas /ml), tanto de las
cepas de Aspergillus flavus L. como de las cepas de Asperygillus parasiticus S., todo

esto por separado, es decir, en cada lote de unidades experimentales de cada especie
de Aspergillus.



Para mantener la humedad del maiz a un contenido de humedad de 18% los
frascos con maiz fueron colocados en cajas de plastico (caAmara himeda) que
contenian una solucion sobresaturada de cloruro de potasio (2000 ml de agua y 500 g
de cloruro de potasio); las que se almacenaron a una temperatura de 27°C, durante 30

dias, con tres repeticiones de cada cepa. En cada muestreo se determiné el contenido
de humedad del grano, su germinacién y contenido de aflatoxinas.

3.5. Prueba de germinacién en maiz

Se realizé una prueba de germinacion para cada muestra de maiz inoculado
con cada cepa de Aspergillus flavus L. y Aspergillus parasiticus S., para ver el efecto
fitopatogénico de las cepas productoras y de cepas no productoras de aflatoxinas. La
germinacion de los granos de maiz se determind con doscientas semillas (cuatro
repeticiones de 50 semillas) de cada unidad experimental, en toallas de papel himedas
enrolladas, incubadas a 25° C durante siete dias (ISTA, 1996).

3.6. Determinacion de aflatoxinas totales en grano de maiz

Para la determinacion de aflatoxinas totales se procedi6é de acuerdo al método
991.31 de la AOAC (1995), (aplicable para la determinacion de AFB1, AFB2, AFG1 y

AFG2 a concentraciones mayores o iguales a 10 ppb en maiz o crema de cacahuate).

Extraccion de la muestra: Se pesaron 50 gr de maiz de cada muestra, mas 5 gr
de sal (NaCl) y se colocaron en un vaso de licuadora, después se afiadieron 100 ml de
metanol al 80% (80:20 de agua). Se molié6 por 1 min a alta velocidad. Se vacié el

extracto en un embudo con papel filtro Whatman No. 1 aflautado y se colect6 el filtrado
en una probeta de 100 mi.

Dilucién del extracto: Se tomaron 10 ml del extracto filtrado. Se coloc6 en un
vaso de precipitado con 40 ml de agua destilada. Se mezclé bien. El filtrado del extracto

diluido se pasé por un filtro de fibra de vidrio y se colecté este filtrado en un vaso de
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precipitado. Se pasaron 10 ml del filtrado del extracto diluido (10 ml =1.0 g muestra
equivalente) a través de la columna de afinidad AflaTest-P con anticuerpos
monoclonales en una proporcion de 1-2 gotas por segundo. Se pasaron 10 ml de agua
destilada a través de la columna en una proporcién de 2 gotas por segundo.

Se repiti6 este paso. Se eluyé en la columna de afinidad pasando 1 ml de
metanol grado HPLC a través de la columna en una proporcion de 1-2 gotas por
segundo y se colectd toda la muestra eluida (1 ml) en una cubeta de vidrio. Se afadié
1.0 ml del revelador AflaTest para eluir en la cubeta. Se mezclé bien y se coloco la
cubeta en el fluorometro VICAM serie 4, calibrado previamente y se tom6 la lectura

después de 60 segundos de la concentracién de aflatoxinas (Candlish et al., 1991).

3.7. Determinacion de aflatoxinas totales realizando diluciéon

Método para la determinacion de aflatoxinas en maiz, granos y alimentos (para
muestras con mas de 300 ppb), se procedié de la siguiente manera:

Extraccion de la muestra: Se pesaron 50 gr de la muestra con 5 gr de NaCl y
se licué con 100 ml de metanol al 80% (80:20% de agua), durante 1 minuto a alta
velocidad. Se filtro con papel filtro Whatman del No.1.

Dilucion del extracto: Se agreg6 1.0 ml del filtrado en un vaso de precipitado
con 49 ml de metanol al 15% (15:85% agua). Se mezcl6 bien la solucién y después se
filtré con un filtro de fibra de vidrio. Posteriormente se pasé 1.0 ml del filtrado por las
columnas de AflaTest-p con anticuerpos monoclonales (1 mi= 0.1g de la muestra ). Se
lavo dos veces la columna con 5 ml de agua, se obtuvieron las aflatoxinas agregando
1.0 ml de metanol grado HPLC y se colect6 en una cubeta de vidrio y se afadi6é 1.0 ml
del revelador AflaTest, se agité por un minuto y se ley6é en el fluorbmetro marca VICAM
serie 4. Nota: El resultado se multiplicé por 20 para obtener las partes por billon de
aflatoxinas totales de los 50 gr del extracto de la muestra.
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3.8. Cromatografia en capa fina (TLC) para determinar las aflatoxinas

Para obtener y purificar las aflatoxinas se utiliz6 con la técnica de AflaTest. El
eluido final que se obtuvo en las columnas de aflaTest-p con metanol y aflatoxinas, se
colocaron en viales y se secaron con nitrégeno (99.9%) en bafio Maria y después
fueron guardados en el congelador hasta la realizacion del analisis.

Método para el analisis de aflatoxinas (Garcia,1989): A los viales con la
aflatoxina se les agregaron 200 pl de benceno/ acetonitrilo (98: 2), se agitaron en un
vortex. Después a cada muestra se le aplicé la solucién con una micro jeringa sobre
placas de cromatografia de silica gel 60 de 20x 20 cm (MERCK), la cual se activo
previamente a 105°C. Cada muestra se hizo por triplicado y también se aplicé en la

placa el estandar de aflatoxinas (B1 5 pg, B2 1.5 pg, G1 5 pg, G2 1.5 pg) Sigma
Chemical Co. Ltd (St Louis, MO, USA).

En la camara de desarrollo se agreg6 el solvente de desarrollo de acetona/
cloroformo (1:9), hasta cubrir dos centimetros de la camara, posteriormente se
colocaron las placas de silica gel con las muestras aplicadas y se permitié que corriera
el solvente en la placa durante 30 min. aproximadamente. Se deja evapor6 el solvente
de la placa y se observaron las aflatoxinas con luz ultravioleta de onda larga (360 nm).

Pruebas confirmatorias: Las manchas en la placa de cromatografia se
asperjaron con una solucién de acido sulfurico /agua destilada (1/3 v/v). Con esta
solucion las manchas de aflatoxinas viran a un tono amarillo al ser observadas bajo luz
ultravioleta de onda larga (360 nm), método 26.083 del AOAC (1984).

3.9 Analisis estadistico

Referente a la produccion de aflatoxinas en medio liquido con harina de arroz y
grano de maiz, el disefio experimental utilizado fue un disefio completamente al azar y
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su analisis se llevé a cabo bajo el mismo disefio en el paquete estadistico SAS version
6.12 (1989), siendo el modelo lineal el siguiente:

Yi=u+G + g

Donde:
Y; = Valor Observado.
u = Efecto de la media.

G; = Efecto de las cepas.
€; = Error experimental.

Los valores de producciéon de los granos de maiz fueron transformados en
valores de raiz cuarta (VXX *) (Steele y Torrie, 1986), con la finalidad de reducir los

coeficientes de variacion. La estimacion del coeficiente de variacion se calculé mediante
la formula:

C.V. (%) = N CMEE *100
Media general

CMEE = Cuadrado medio del error experimental.

La comparacion de medias se realizé mediante la prueba de rango multiple de

Scheffe al nivel de 0.05 de probabilidad para aquellas variables que presentaron

diferencias estadisticas.

4. Produccion de aflatoxinas en grano de maiz con diferentes contenidos de
humedad

4.1. Maiz

Se utiliz6 maiz del mismo lote de AS-900 sefialado en el punto 3.1.
4.2. Contenido de humedad del maiz

Se procedi6é de acuerdo al método 44-19 de la AACC (1983). Mencionado en el
punto 3.2.
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4.3. Suspension de esporas, para inocular el grano de maiz

Las 3 cepas seleccionadas de Aspergillus flavus L. y 3 cepas de A. parasiticus
S., fueron sembradas por separado en cajas de petri con medio de Czapek y se dejaron
crecer durante 7 dias a 27 °C. Posteriormente, a cada una de estas cajas de petri se
les agregd 10 ml de agua destilada estéril con tween 80 al 0.05% y se rasparon las
colonias para desprender el hongo, posteriormente se filtré (papel poro mediano) hasta
completar 50 ml de la suspension, se agit6é para que se homogenizaran las esporas en
el agua. El conteo de las esporas en la suspension se realizé en una camara de
Newbauer (aproximadamente 725,000 esporas por ml). Esta suspension fue utilizada

para inocular en maiz que se almaceno con diferentes contenidos de humedad.

4.5. Almacenamiento del maiz inoculado con tres cepas de A. flavus Link y tres

cepas de A. parasiticus Speare con diferente capacidad para producir
aflatoxinas

El maiz se inoculé con una suspension de 725,000 esporas/ml con cada una de
las cepas de Aspergillus y fue almacenado con un contenido de humedad ajustado al
15.5, 16.0 y 17.0% de acuerdo a Pixton (1982).

Para mantener la humedad del grano de maiz alrededor de 15%, durante el
periodo de almacenamiento, se colocaron los frascos con maiz en cajas de plastico
(camaras humedas) que contenian una solucion sobresaturada de cloruro de sodio
(1500 ml de agua y 1800 g de cloruro de sodio); para la humedad de 16% , se utiliz6
una solucion sobresaturada de sulfato de amonio (con 1500 ml de agua y 800 g de
sulfato de amonio) y para el contenido de humedad de 17%, se utilizaron camaras
sobresaturadas de cloruro de potasio ( 2000 ml de agua y 600 gr. de cloruro de
potasio), cada frasco, o unidad experimental, se tap6 con plastico delgado y se le
hicieron 10 perforaciones con un alfiler, con la finalidad de evitar la posible acumulacion

de biéxido de carbono. Las camaras himedas con las unidades experimentales
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conteniendo el grano de maiz, fueron almacenadas a una temperatura de 27°C;
temperatura que favorece la produccion de aflatoxinas. El periodo de almacenamiento

fue de 90 dias, con muestreos a 0, 30, 60 y 90 dias. En cada muestreo se determind la
humedad, germinacion y produccion de aflatoxinas.

4.6. Prueba de germinacion en maiz

Se realiz6 una prueba de germinacion para cada muestra de maiz inoculado con
cada cepa de Aspergillus flavus L. y A. parasiticus S. para ver el efecto fitopatogénico
de las cepas consideradas como altamente productoras, medianamente productoras y
no productoras en las semillas almacenadas a diferentes humedades. La germinacién

de los granos de maiz se determiné como se mencioné en el punto 3.5.

4.7. Determinacion de aflatoxinas totales
Para la determinacion de aflatoxinas totales se procedié de acuerdo al método
991.31 de la AOAC (1995) como se mencioné en el punto 3.6.

4.8. Determinacion de aflatoxinas totales realizando dilucion

Método para maiz, granos y alimentos (para muestras con mas de 300 ppb). Esta
metodologia se mencioné en el punto 3.7.

4.9 Analisis estadistico

El disefio experimental utilizado fue un disefio completamente al azar con arreglo
bifactorial, donde el factor “A” correspondié a los contenidos de humedad de las
semillas almacenadas y el factor “B” fue para las cepas de Aspergillus estudiadas,
ambos para cada tiempo de muestreo. El andlisis se llevé a cabo bajo el mismo disefio
en el paquete estadistico SAS version 6.12 (1989), siendo el modelo lineal utilizado:
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Yy=p+H +C; +HC;+ g

Donde:
Yj = Valor Observado.
M Efecto de la media.

Hi Efecto de los contenidos de humedad de las semillas almacenadas.
Cj = Efecto de las cepas.

HC; = Efecto de la interaccion de los contenidos de humedad y cepas de Aspergillus.
€; = Error experimental.

Los valores de produccion de aflatoxinas fueron transformados en valores de raiz
cuarta (¥ XX *) (Steele y Torrie, 1986), con la finalidad de reducir los coeficientes de
variacion. Mientras que los valores de germinacion y contenido de humedad no fueron
transformados. El célculo del coeficiente de variacion se realizé6 mediante la formula
siguiente:

C.V. (%) = Y CMEE *100
Media general

CMEE = Cuadrado medio del error experimental.

La comparacion de medias se realiz6 mediante la prueba de rango multiple de

Scheffe al nivel de 0.05 de probabilidad para aquellas variables que presentaron

diferencias estadisticas.

5. Produccion de aflatoxinas en maiz a diferentes temperaturas de
almacenamiento.

5.1. Maiz

Se utilizaron granos de maiz blanco del lote de AS-900, mencionado en el punto
3.1.

5.2. Contenido de humedad del maiz

Se procedi6 de acuerdo al método 44-19 de la AACC (1983) referido
anteriormente en el punto 3.2.
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5.3. Suspension de esporas, para inocular el grano de maiz

Las 3 cepas seleccionadas de Aspergillus flavus L. y 3 cepas de A. parasiticus
S., se sembraron en cajas de petri con medio de Czapek y se dejaron crecer durante 7
dias a 27 °C. Posteriormente, a cada una de estas cajas de petri se les agregé 10 ml
de agua destilada estéril con tween 80 al 0.05% y se rasparon las colonias para
desprender el hongo, posteriormente se filtr6 (papel poro mediano) hasta completar 50
ml de la suspension, se agitdé para que se homogenizaran las esporas en el agua. El
conteo de las esporas en la suspension se realiz6 en una camara de Newbauer
(aproximadamente 725,000 esporas por ml). Esta suspension fue utilizada para
inocular el maiz que se almacend a diferentes temperaturas.

5.4. Aimacenamiento del maiz a temperaturas de 20,27 y 34 °C e inoculado con

cepas e las dos especies de Asperygillus en estudio, con diferente capacidad
de produccion de aflatoxinas

Para esta parte de la investigacion, el maiz utilizado fue superficialmente
desinfectado con hipoclorito de sodio al 2% durante un minuto. En este caso, el
contenido de humedad del maiz se ajusté a 17%, e igualmente se inocul6é con cepas
de diferente capacidad productora de aflatoxinas, una altamente productora; una cepa
medianamente productora y otra cepa no productora para cada especie de Aspergillus.
Al momento de ajustar el contenido de humedad se inoculé con una suspension de
esporas de 725, 000 esporas/ml. Para mantener la humedad del maiz, las unidades
experimentales fueron colocadas en una camara himeda conteniendo una solucién
sobresaturada de cloruro de potasio, como ya se describié anteriormente. Cada uno de
los frascos fue tapado con un plastico delgado, al que se le hicieron 10 perforaciones
con un alfiler y se almacenaron a temperaturas de 20, 27 y 34°C. El periodo de
almacenamiento fue de 24 dias con muestreos a 0, 8, 16 y 24 dias; con ftres

repeticiones de cada una de las dos especies de hongos toxigénicos. En cada muestreo
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se determiné contenido de humedad de los granos de maiz, su germinaciéon y
produccion de aflatoxinas.

5.5. Prueba de germinacion del maiz inoculado con cepas de Aspergillus con
diferente capacidad productora de aflatoxinas.

Se realiz6 una prueba de germinacion de cada unidad experimental inoculada
con cada cepa de Aspergillus flavus L. y A. parasiticus S., esto para observar la
patogenicidad de las cepas productoras y de cepas no productoras de aflatoxinas sobre
los granos de maiz, expresada esa patogenicidad en la pérdida de viabilidad de los
granos de maiz. Todo ello bajo la influencia de diferentes temperaturas de
almacenamiento. La germinacion del maiz se determiné con doscientas granos de maiz
(cuatro repeticiones de 50 semillas) de cada unidad experimental, en toallas de papel
humedas enrolladas, incubadas a 25° C durante siete dias (ISTA, 1996).

5.6 Determinacion de aflatoxinas totales.

Para la determinacién de aflatoxinas totales se procedié de acuerdo al método
991.31 de la AOAC (1995) como se mencioné anteriormente en el punto 3.6.

5.7. Determinacion de aflatoxinas totales realizando dilucion.

Método para maiz, granos y alimentos (para muestras con mas de 300 ppb), esta
metodologia se menciona en el punto 3.7.

5.8 Analisis estadistico

El disefio experimental utilizado fue un disefio completamente al azar con arreglo
bifactorial, donde el factor “A” correspondi6 a las temperaturas de almacenamiento y el

factor “B” fue para las cepas de Aspergillus estudiadas, ambos para cada tiempo de
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muestreo. El analisis se llevé a cabo bajo el mismo disefio en el paquete estadistico
SAS version 6.12 (1989), siendo el modelo lineal utilizado:

Ys=p+T +C; +TC+ &

Donde:

Yj = Valor Observado.

M = Efectode la media.

T; = Efecto de la temperatura de almacenamiento de las semillas.
C; = FEfectode las cepas.

—
2

Efecto de la interaccion de lla temperatura de almacenamiento y cepas de
Aspergillus.

Error experimental.

€

Los valores de produccioén de aflatoxinas fueron transformados en valores de raiz
cuarta (VXX *) (Steele y Torrie, 1986), con la finalidad de reducir los coeficientes de
variacion. Mientras que los valores de germinacion y contenido de humedad no fueron

transformados. El calculo del coeficiente de variacion se realizé mediante la formula
siguiente:

C.V. (%) =Y CMEE *100
Media general

CMEE = Cuadrado medio del error experimental.
La comparacion de medias se realiz6 mediante la prueba de rango multiple de

Scheffe al nivel de 0.05 de probabilidad para aquellas variables que presentaron

diferencias estadisticas.
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V. RESULTADOS

1. Morfologia de las cepas de Aspergillus flavus Link, en estudio

En el Cuadro 5.1. se presenta el porcentaje de hongos que estaban presentes en
las diferentes muestras que se analizaron y de donde originalmente se aislaron las
cepas de A. flavus L. y A. parasiticus S. De estas muestras analizadas se aislaron 31
cepas de Aspergillus flavus Link de los siguientes substratos: de granos de maiz, 19
cepas; de cacahuate, 3 cepas; de chile seco (arbol, ancho y guajillo) 3 cepas; de

cebada, papa, almendra, coco, nuez y semilla de calabaza, se aislaron 1 cepa en cada
uno de estos substratos.

En el Cuadro 5.2 se presentan las caracteristicas morfologicas de las 31 cepas
de Aspergillus flavus Link que fueron aisladas de los diferentes sustratos antes
mencionados y cultivadas en medio Czapek, durante 10 dias a 27°C. La identificacion
de estas cepas se llevd de acuerdo a lo sefalado en los materiales y métodos;

haciendo uso de todas las caracteristicas morfolégicas que a continuacion se
describen.

El tipo de crecimiento en la mayoria de las colonias de A. flavus L. en los
diferentes sustratos fue radial y flocosa (algodonosa o lanosa), mientras que algunas de
las cepas evaluadas presentaron un crecimiento radial y zonado (bandas en circulo o
zonas de distinta apariencia, debido a diferencias en color y textura); como son las
cepas 2, 6, 20, 27, 35y 38. El tipo de micelio que presentaron la mayoria de las cepas,
fue de tipo aéreo y escaso, asi como micelio en los margenes de la colonia; también se
aprecio que ciertas cepas presentaron micelio profundo y escaso, asi como micelio en
los margenes de la colonia; como las cepas 1, 2, 3,7, 9, 10, 11, 27 y 35.
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Por lo que respecta al tamaro de la colonias; las cepas de mayor crecimiento
fueron la 31 (7.53 cm), 28, 37, 21, 25 y 1, todas ellas con un crecimiento superior a los
7.25 cm de diametro, mientras que la cepa que tuvo el menor crecimiento fue la 2, con
un didmetro de 6.08 cm. El color caracteristico de las colonias observadas a simple
vista, fue de un verde-amarillo (Foto 1), clasico de A. flavus Link.

La mayoria de las cepas presentaron esclerocios (Foto 2 y 4), con excepcion de
las siguientes; 5, 11, 17, 27, 28, 30, 32y 33, las que presentaron esclerocios, algunas
formaron esclerocios elongados verticalmente, otros globosos o subglobosos, el color
de los esclerocios también varié, desde un color café rojizo, otros negros y en otras
cepas, de un color café oscuro. El tamafo de los esclerocios varia de cepa a cepa, la
cepa que presentod los esclerocios mas pequefios fue la 14 (313 pm, de diametro); la
cepa con los esclerocios mas grandes, fue la 20 (1,342 pm, de diametro).

Las cepas de A. flavus L. presentaron cabezuelas de forma radiada, tanto
monoseriada (Foto 6, 7) como biseriada (Foto 3, 5, 6, 7,8, 9).

El tamafio de los conidios de A. flavus L. en las diferentes cepas oscilo entre 3.96

a 4.92 ym; la cepa 15 formé los mas grandes, mientras que las cepas 8, 18 y 25
formaron los conidios mas pequerios (Foto 10).
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FOTOS DE ALGUNAS CEPAS DE A. flavus Link

Foto 1. Crecimiento radial y color de la colonia
Verde amarillo de Asperygillus flavus Link

Foto 2. Cabezuelas y esclerocios Foto 3. Cabezuelas maduras e inmaduras

vistos en estereoscopio 10X vistas en estereoscopio 10X
cepa 1de A. flavus Link cepa 1 de A. flavus Link
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Foto 4 . Esclerocios Foto 5. Cabezuela biseriada
vistos en microscopio a 10X vista en Microscopio a 100X
Cepa 8 de A. flavus L. Cepa 28 A. flavus L.

Foto 8. Cabezualas biseriada y monoseriada
Vistas en el microscopio a 40X
Cepa 18 de A. flavus L.

P w

. .

Cabezuela biseriada Cabezuela monoseriada
Foto 7. Cabezuelas vistas en el microscopio a 100X cepa 18 de A. flavus L.



Foto 8 .Cabezuela biseriada Foto 9. Cabezuelas
Vista en el microscopio a 100X Vistas en el microscopio a 20X
Cepa 25 de A. flavus L. Cepa 25 de A. flavus L.

0. Conidios
vistos en microscopio a 100X
Cepa 28 de A. flavus L.

Foto



2. Caracteristicas morfolégicas de Aspergillus parasiticus Speare

En el Cuadro 5.3 se muestran las caracteristicas morfologicas de siete cepas de
Aspergillus parasiticus Speare, aisladas de sustratos de cacahuate, almendras, pistache
y harina de maiz. El crecimiento de las colonias de A. parasiticus en las siete cepas
fueron de tipo radial y flocosa. El micelio fue aéreo y escaso, presentando micelio en el

margen de la colonia en las cepas 19, 23 y 29, mientras que las cepas 22, 24, 26 y 36,
el micelio fue profundo y escaso.

El tamario de la colonias de A. parasiticus a los 10 dias de incubacién en medio
de cultivo Czapek, oscilo de 5.64 a 7.4 cm de diametro. La cepa que tuvo el mayor
crecimiento fue la 36 y la de menor tamanio la cepa 26.

El color de las colonias fue verde seco (Foto 11). Las cepas de A. parasiticus no
formaron esclerocios, los conidios mas grandes fueron de la cepa 29 (5.4 ym) y las
cepas que formaron los conidios mas pequefios fueron la 19, 22 y 36, con 4.44 pm
(Foto 15). La forma de la cabezuela en A. parasiticus es radiada y monoseriada ( Foto

12,13 y 14), y no present6 cabezuelas biseriadas como las presenta A. flavus.
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FOTOS DE ALGUNAS CEPAS DE A. parasiticus Speare.

Foto 11. Crecimiento de la colonia y color de la colonia
Verde seco de Asperygillus parasiticus S

Foto 12. Cabezuelas
vistas en estereoscopio 10x
cepa 24 de A. parasiticus S



-

Foto 13. Cabezuelas Foto 14. Cabezuela mohﬁseriada
vistas en microscopio a 20X vista en microscopio a 40X
Cepa 23 de A. parasiticus S Cepa 23 de A. parasiticus S.

Foto 15. Conidios
vistos en microscopio a 100 X
Cepa 23 de A.parasiticus S.
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3. Produccion de aflatoxinas en medio liquido de arroz y en medio sélido (granos
de maiz) de las 30 cepas de Aspergillus flavus Link y 7 cepas de A. parasiticus

Speare y su efecto en la germinacion del maiz.

Se presentan los cuadrados medios del analisis de varianza de los datos en la
produccion de aflatoxinas, tanto en el medio liquido con arroz, como en el grano de
maiz; inoculados con diferentes cepas de A. flavus L. (Cuadro A-1) (ver cuadros de A1
a A10 en Apéndice) y Aspergillus parasiticus S. (Cuadro A-2). Se encontraron
diferencias altamente significativas (p=0.01) entre las cepas aisladas y en relacién a la
produccion de aflatoxinas, tanto en el medio liquido, como en el grano de maiz para
ambas especies (Cuadro A-1 y Cuadro A-2). En medio liquido, el periodo de incubacion
fue de 7 dias y en medio solido (granos de maiz) se almacen6 durante 30 dias. Asi
mismo se presentaron diferencias altamente significativas (p=0.01) para las variables de
germinacion y contenido de humedad del grano. Los coeficientes de variacién para la
especie Aspergillus flavus L. (Cuadro A-1) oscilaron entre 0.76 a 21.44%, donde el valor
mas alto correspondié a la germinaciéon del maiz y el valor mas bajo al contenido de
humedad del maiz. Los coeficientes de variacion para la especie Aspergillus parasiticus
S. oscilaron de 1.38 a 22.12%, el valor mas bajo correspondio al contenido de humedad
y el valor mas alto a la produccién de aflatoxinas en maiz (Cuadro A-2).

La variabilidad aportada por las diferencias en cepas es de alrededor del 98% del
total (Cuadro A-3) en medio liquido y 94% en medio sdlido (Cuadro A-4). Por ende a
partir de este conjunto de datos es dificil separar a las especies, ya que no se detectan
diferencias entre las especies con base a conteos promedios.

3.1 Comparacion de Medias

Debido a la significancia mostrada en el analisis de varianza para las variables
de cepas, en los Cuadros 5.4, 5.5, 5.6 y 5.7 se muestran las comparaciones de medias
para la produccién de aflatoxinas, tanto del medio liquido en arroz, como en el grano de
maiz, asi como la germinacion y el contenido de humedad de los granos inoculados con
cada cepa de A. flavus L.y A. parasiticus S.
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3.2. Produccion de aflatoxinas en medio liquido con arroz.

En el Cuadro 5.4 se observa gran variabilidad en la producciéon de aflatoxinas
entre las cepas de Aspergillus flavus L. en medio liquido, Se presentaron 6 grupos
estadisticos, incluyéndose en el ultimo grupo las cepas que no producen aflatoxinas de
ningln tipo, como las cepas 3, 10, 13, 17, 20, 27, 30, 33, 37 de Aspergillus flavus L. y
el tratamiento del testigo, en el cual el grano de maiz no fue inoculado. El resto de las
cepas presentaron diferentes niveles de aflatoxinas, la cepa con mayor produccion de
aflatoxinas fue la cepa 25 de A. flavus L. con 5,033.3 ppb y la de menor produccién de
aflatoxinas fue la cepa 35 de A. flavus L. con 31.3 ppb.

En el Cuadro 5.5 podemos observar que la produccion de aflatoxinas en medio
liquido por A. parasiticus S. también fue variable entre las cepas de este hongo. Se
presentaron 3 grupos estadisticos, en el dltimo grupo estan las cepas que no producen
aflatoxinas como son las cepas 22, 23, 26, 29 de A. parasiticus S. y el grano de maiz
testigo que no fue inoculado con el hongo toxigeno. La cepa de A. parasiticus S. con

mayor produccion fue la cepa 36 con 2000 ppb y la de menor produccion fue la cepa
24 con una produccion de 293.3 ppb.

Es importante mencionar que de los resultados obtenidos en la produccion de
aflatoxinas de cada cepa en este medio, se seleccionaron tres cepas de A. flavus L. y
tres cepas de A. parasiticus S. Las cuales se utilizaron en el experimento de diferentes
humedades y en el experimento de diferentes temperaturas que se mencionaran mas
adelante. A la cepa 25 de A.flavus L y la cepa 36 de A. parasiticus S. se les mencionara
como altamente productoras, a la cepa 35 de A. flavus L. y la cepa 24 de A. parasiticus
S. como medianamente productoras, y a las cepas 37 de A. flavus L y 26 de A.
parasiticus S como no productoras, este término se les di6 de acuerdo a su capacidad

de producir aflatoxinas en el medio liquido con arroz incubado a 27°C, durante 7 dias.
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Cuadro 5.4. Comparaciéon de medias de la produccién de aflatoxinas en medio liquido inoculado
con cepas de A. flavus Link, incubadas a 27°C durante 7 dias.

CEPAS Produccién de aflatoxinas en medio liquido
A. flavus (ppb)

L.

25 5033.3°

18 4700.0 °

21 4000.0

1 2580.0 **

12 2386.7 **

28 2400.0

34 2066.7 **

15 1630.0 >
2 1330.7 0
9 1050.0 2>
4 88 70
5 810.0 %

14 6433 "%
6 5733 9%k
1 363.3 ™%
8 326.7 %

38 312.0°*

31 309.3
7 278.0 °%

16 66.7 ¢

35 313
3 0.0'

10 00'

13 0.0'

17 0.0’

20 0.0’

27 00'

30 0.0’

33 00

37 0.0

Testigo 0.0’

“Enla columna, las medias seguidas por la misma letra no son significativamente
diferentes, (Scheffe, p = 0.05).

Cuadro 5.5. Comparacion de medias de la produccién de aflatoxinas en medio liquido inoculado
con cepas de A. parasiticus Speare, incubadas a 27°C durante 7 dias.

CEPAS Produccion de aflatoxinas en medio liquido

DE (ppb)
A. parasiticus S.

36 2000.0*
19 336.7°
24 2933°
22 0.0°
23 00°
26 00°
29 00°

Testigo 0.0°

*En la columna, las medias seguidas por la misma letra no son signﬁcativaneme_d'-ﬂermm ( Scheﬂ19. p=0.05).
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3.3. Produccion de aflatoxinas en granos de maiz.

La produccion de aflatoxinas de las cepas de A. flavus L. en maiz fue constante
y no hubo variacion estadisticamente significativa entre ellas (Cuadro 5.6). Se
presentaron solo 2 grupos estadisticos, en el primero estan las cepas que si producen y
en el segundo las cepas que no producen como son las cepas de A. flavus L. 3, 10, 13,
17, 27, 30, 33, 37 y el testigo. La cepa con mayor produccién de aflatoxinas fue la cepa

28 de A. flavus L. con 7,667 ppb y la de menor produccion fue la cepa 27 de A. flavus
L. con 1 ppb.

Las cepas de A. parasiticus S. (Cuadro 5.7) también tuvieron altos niveles de
produccion de aflatoxinas en maiz; presentando dos grupos estadisticamente
diferentes, en el primero estan las cepas que si produjeron aflatoxinas y en el segundo
las cepas no productoras, como son las cepas 26 y 29 de A. parasiticus S. y el grano de
maiz del testigo, no inoculado con el hongo. La cepa con mayor produccién fue la cepa
19 de A. parasiticus S. con 2,650 ppb y la de menor produccién fue la cepa 22 de A.
parasiticus S. con 0.3 ppb. Las cepas 22 y 23 de A. parasiticus S. (cuadro 5.7)
quedaron en el grupo de las no productoras por los bajos niveles de aflatoxinas

producidos (0.3 y 7ppb respectivamente); sin embargo deben de ser consideradas
como productoras.

3.4. Efecto de A. flavus L. y A. parasiticus S. en la germinacion del maiz con un
contenido de humedad de 18 %.

En la comparacion de medias para la variable de germinacion del grano de maiz
inoculado con A. flavus L. (Cuadro 5.6) y A. parasiticus S. (Cuadro 5.7), Se presentaron
tres grupos significativamente diferentes (Scheffe p= 0.05), en ambas especies. En el
primer grupo se encuentra el testigo quien registré la maxima germinacién con 61%,
esta germinacion marco la diferencia con la baja germinacion del maiz inoculado con

las diferentes cepas de Aspergillus flavus L. y Aspergillus parasiticus S. La germinacion
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del maiz inoculado, vari6 de 6 a 28%, correspondiente a las cepas 35 y 31 de A. flavus
L. (Cuadro 5.6), respectivamente y en maiz inoculado con A. parasiticus S. varié de

12% a 32% en la cepa 23 y cepa 24 de A. parasiticus S. respectivamente (Cuadro
9.7).

Cuadro 5.6. Comparacion de medias de las variables evaluadas en los granos de maiz
inoculados con cepas de A. flavus Link incubados a 27°C, durante 30 dias.

CEPAS CONTENIDO GERMINACION PRODUCCION DE AFLATOXINAS
DE DE HUMEDAD (%) (ppb)
A. flavus L. (%)
28 18.0 18 766707
31 18.0 2 28° 6517.02
1 185 0™ 5800.0°
35 18.3° 6° 53330°
18 18.1 ¢ 10> 440002
34 18.2 ¢ 12 424002
2 18,2 e (0 R 411702
38 18.9 ¢ 19 37330°
6 18.2 20% 35330°
15 182 e 14 3400.02
4 18.0 14 % 3380.0°
8 1862 7 331002
16 183 *®* g 3133.0°
7 1852 19 %> 2800.02
1 18.2 ¢ 16 > 2680.0 2
14 177 = 14 2280032
5 184 %® 14 %> 2267.0°
12 18.0 2 26 221302
25 18.0 3 24 2040.0 2
21 185 i 1580.02
9 18.4 #= 18% 1470.02
27 18.1 2 13t 1.0°
3 18.0 % 21 be 0.0°
10 186° 7% 0.0°
13 18.0 *© 19 % 0.0°
17 18.3% 15% 0.0°
20 18.2 ¢ | i 0.0°
30 18.3 2 20 0.0°
33 1862 B 0.0°
37 175°¢ 22 be 0.0°
Testigo 18.3% 61° 0.0°

*En cada columna, las medias seguidas por la misma letra no son significativamente diferentes (Schei'f’e, p=0.05)
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Cuadro 5.7. Comparacién de medias de las variables evaluadas en los granos de maiz inoculados
con cepas de A. parasiticus Speare incubados a 27°C, durante 30 dias.

CEPAS DE CONTENIDO GERMINACION PRODUCCION DE AFLATOXINAS

A.parasiticus DE (%) (ppb)
HUMEDAD
(%)
19 188° 5% 2650.0 °
36 182 14 1960.0
24 181 22" 707.0°
23 181% 122 70°
22 184 % 14> 03"
26 17.7° 31° 0.0°
29 184 - 0.0°
TESTIGO 18.3%® 61?2 0.0°

*En cada columna, las medias seguidas por la misma letra no son significativamente diferentes (Scheffe, p = 0.05)

En la grafica de la figura 5.1. se muestra la produccion de aflatoxinas de cada
una de las cepas de A. flavus L. en medio liquido y medio sélido, se ordend desde la
cepa mas productora a la menos productora de aflatoxinas en ambos medios, en esta
grafica se observa que hubo mayor produccion de aflatoxinas en medio sélido que en
medio liquido, pero esto se debi6 al tiempo de almacenamiento. Los valores aqui
presentados son los mismos que estan por separados en los cuadros 5.4 y 5.6.

En la grafica de la figura 5.2 se presenta la produccion de aflatoxinas de las
cepas de A. parasiticus S. en medio liquido y medio sélido nuevamente, las cepas
fueron ordenadas en orden decreciente con respecto a su produccion de aflatoxinas. La
producion de aflatoxinas fue mayor en medio sélido y medio liquido, pero se debe al
periodo de almacenamiento que fue diferente para cada medio. Los datos de esta

grafica son los mismos que el de los cuadros 5.5 y 5.7, pero aqui se agruparon los dos
medios.
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A) » 2831113518342 386 154 8 167 1 14 5 122521 9 27 3 10 13 17 20 3033 37 test.
I N D T T T T T T M I O

8000 —
] e ®m  Medio liquido
7000 _ ® Medio sélido

6000 -
5000 =

4000 - m Ce
3000 -

2000 L] ®

Produccion de aflatoxinas (ppb)

1000 - .

rrrrrrorrrrrrerrrrrrrrrrriruona
B)# 25182111122834152 9 4 514 6 1 8 3831 7 1635 3 10 1317 20 27 30 33 37est.

Cepas de Aspergillus flavus L.

A) cepas en orden de produccién de aflatoxinas de mayor a menor en medio sélido.
B) cepas en orden de produccién de aflatoxinas de mayor a menor en medio liquido.

Figura 5.1. Produccién de aflatoxinas (ppb) de cada una de las cepas de A. flavus Link
en medio de cultivo liquido con arroz incubadas a 27°C durante 7 dias y en medio sélido
(granos de maiz) incubadas a 27°C por 30 dias.

76
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A) cepas en orden de produccion de aflatoxinas de mayor a menor en medio solido
B) cepas en orden de produccién de aflatoxinas de mayor a menor en medio liquido.

Figura 5.2. Produccion de aflatoxinas (ppb) de cada una de las cepas de

A. parasiticus Speare en medio de cultivo liquido con arroz incubadas a 27°C
durante 7 dias y en medio sélido (granos de maiz) incubadas a 27°C por 30 dias.
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3.5. Contenido de humedad

Para el contenido de humedad del grano de maiz inoculado con A. flavus L.
(Cuadro 5.6), se mostraron mediciones relativamente homogéneas, sin embargo, en la
comparacion de medias se presentaron tres grupos significativamente diferentes
(Scheffe p=0.05), donde el maiz inoculado con las cepas 8, 10 y 33 de A. flavus L.

presentaron el valor mas alto y el maiz con menor contenido de humedad fue el que se
inoculd con la cepa 37 de A. flavus L.

El contenido de humedad en el maiz inoculado con las cepas de A. parasiticus S.
(Cuadro 5.7), también fue relativamente homogéneo; En este se presentaron dos
grupos estadisticos significativamente diferentes (Scheffe p= 0.05), el maiz con mayor
contenido de humedad fue el inoculado con la cepa 19 de A. parasiticus S. y el de

menor contenido de humedad fue el que se inocul6 con la cepa 26 de A. parasiticus S.

4. Tipos de aflatoxinas que produce cada cepa

En el Cuadro 5.8 se presentan los tipos de aflatoxinas que cada cepa de
Aspergillus flavus L. y A. parasiticus S. produjeron en maiz, lo cual se determin6 por el
método de cromatografia de capa fina. Por los resultados obtenidos, las cepas
productoras de aflatoxinas producen AFB1 principalmente en ambas especies y en
mayor cantidad que la AFB2. En algunas cepas de A. flavus L. productoras de AFB1,
comola1i,5,6,7, 8,9, 18y 28, no hubo presencia de AFB2, siendo estas cepas de A.
flavus L., En las cepas en que se encontré produccion de AFB1 y AFB2, fueron las
cepas 2, 12, 15, 16, 21, 25, 31, 34, 35, 38 (A. flavus L) y 19, 22, 24 y 36 (A. parasiticus
S).

Algunas cepas produjeron AFB1 y otras, solo trazas de AFB2 (Cuadro 5.8), como
lo fueron las cepas 4, 11 y 14. En las cepas que no se identificé ningln tipo de estas
dos toxinas (AFB1 y AFB2), son las cepas que se consideran no productoras de
aflatoxinas como son las cepas de A. flavus L. 3, 10, 13, 17, 20, 27, 30, 33, 37 y en las
cepas 26 y 29 (A. parasiticus S). Los resultados obtenidos por los métodos de AflaTest
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y con la cromatografia en capa fina, fueron coincidentes, en cuanto a las cepas
productoras, como en las no productoras.

Cuadro 5.8. Tipos de afiatoxinas producidas por cada una de las cepas de
Aspergillus flavus L. y de Aspergillus parasiticus S., identificadas por
cromatografia_de capa fina (TLC) en 20 pl del extracto.

Cepas Aflatoxina B1 Aflatoxina B2

§+8

Trazas

OCONONEWN -~
® 0% 00 0 00

=

-

+G+++5+BEBEE++ 5+ 558+ +] 5] 558533

19&
20 e
21 e
22 &
23 &
24 &
250
26 &
27 o
28 e
29
30 e
31e
33 e
34 e
35e
36 &
37 e
38 e
o Aspergillus flavus Link. ~ # Aspergillus parasiticus Speare  ND = No detectada -+ =presencia de la toxina

+ &+ ++ 5+ 88+ E8G++G++Z++E+++Z++G++++++ G+ +
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5. Efecto de las cepas de Asperygillus flavusL. y A. parasiticus S. en el maiz

almacenado en tres contenidos de humedad y la produccién de aflatoxinas
y germinacion

5.1. Produccion de Aflatoxinas

En el Cuadro A-5 se presentan los cuadrados medios del analisis de varianza en
la produccion de aflatoxinas en maiz inoculado, con cepas de A. flavus y A. parasiticus,
y almacenado bajo fres contenidos de humedad (15.5, 16.0 y 17.0%); durante 30, 60 y
90 dias. En este cuadro, se puede observar que en las fuentes de variacion
correspondientes a las cepas, al contenido de humedad y a la interaccion humedad x
cepas las diferencias fueron altamente significativas (Scheffe p=0.01) en la produccién
de aflatoxinas a los 30 y 60 dias de almacenamiento, mientras que en la fuente de
cepas, a los 90 dias resulté ser altamente significativa. Los coeficientes de variacion en
la produccion de aflatoxinas durante los tres tiempos de muestreo resultaron ser de
37.79, 32.89 y 31.52, respectivamente.

5.2. Comparacion de Medias

La prueba de comparacion de medias (Scheffe p=0.05), mostré6 que la
produccién de aflatoxinas en maiz a los 30 dias de almacenamiento, con un contenido
de humedad de 17%, produjo 139.5 ppb (Cuadro 5.9), siendo la mayor produccién de
aflatoxinas que aquellos granos que tuvieron 15.5 y 16.5% de humedad, los que
presentaron 10.8 y 17.4 ppb. A los 60 dias de almacenamiento, la menor producciéon de
aflatoxinas se presenté en los granos de maiz almacenados con un 15.5% de humedad
(539.5 ppb), siendo estadisticamente inferior a la de los granos con una humedad de 16
y 17%, los cuales fueron estadisticamente iguales entre si con 2,729.5 y 3,456.2 ppb de
aflatoxinas, respectivamente. En cambio, a los 90 dias de almacenamiento no se
presentaron diferencias estadisticas en la produccion de aflatoxinas entre los diferentes
contenidos de humedad del maiz, sin embargo, los niveles de aflatoxinas a los 90 dias
de almacenamiento fueron inferiores a los registrados a los 60 dias de almacenamiento,

a la vez que en cada periodo de almacenamiento, la produccion de aflatoxinas siempre
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fue mayor en aquellos granos de maiz que tuvieron mayor contenido de humedad. La
prueba de Scheffe, es una comparaciéon de medias estricta, lo que hace que las

diferencias entre medias deben ser mayores para poder ser estadisticamente
diferentes.

Cuadro 5.9. Comparaciéon de medias en la produccion de aflatoxinas (ppb) en los
granos de maiz inoculados con cepas A. flavus L. y A. parasiticus S. almacenados con
tres contenidos de humedad durante 30, 60 y 90 dias.

DIAS DE ALMACENAMIENTO

CONT. HUMEDAD 30 60 90
(%)
15.5 108" 5395" 9147
16.0 17.4 " 272952 4952
17.0 139.5° 3456.2 2 106.72

*En cada columna, las medias seguidas por la misma letra no son significativamente diferentes (Scheffe, p = 0.05).

En el Cuadro 5.10 se presenta la comparacion de medias de las cepas de A.
flavus L. y de A. parasiticus S. en la produccion de aflatoxinas en los granos de maiz
almacenados por 30, 60 y 90 dias. Se aprecia que tanto el testigo, asi como la cepa A.
flavus L. de 37 y la 26 de A. parasiticus S no produjeron aflatoxinas durante los 30, 60 y
90 dias de almacenamiento, mientras que las cepas 35 de A. flavus L. y la 36 de A.
parasiticus S. fueron de las que registraron niveles altos de aflatoxinas durante los tres
tiempos de muestreos. Por otro lado, las cepas 25 (5.6 ppb) de A. flavus L. y la 24 (3.1
ppb) de A. parasiticus S. a los 30 dias de almacenamiento presentaron niveles bajos de
aflatoxinas, la cepa 36 de A. parasiticus S. fue la de mayor produccion de aflatoxinas
con un promedio de 231.4 ppb y la cepa 24 de A. parasiticus S. fue de mediana
produccion de aflatoxinas, todo ello a los 30 dias de almacenamiento. Sin embargo a
los 60 y 90 dias de almacenamiento, estos niveles se incrementaron considerablemente
oscilando estos de 2638 a 4978 ppb. Es importante sefialar que a los 90 dias de

almacenamiento, los niveles de aflatoxinas fueron inferiores a los registrados a los 60
dias.
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Cuadro 5.10. Comparacién de medias en la produccién de aflatoxinas (ppb) en maiz

inoculado con cepas de A. flavus L. y A. parasiticus S. en tres contenidos de humedad
almacenado durante 30, 60 y 90 dias.

DIAS DE ALMACENAMIENTO

CEPAS 30 60 90
TESTIGO 00" 00F 00%
A. flavusL. 25 ¢ 5.6° 4873.0° 188.9 2
A. flavus L. 35 3t 151.3° 3203.02 193.3°
A. flavusL. 37 o 0.0° 0.0° 0.0°
A. parasiticus S. 36 ¢ 231.4° 4978.0 * 131.4*
A. parasiticus S. 243% 31° 2638.0° 64.4°2
A. parasiticus S. 26 o 0.0° 0.0° 0.0°

*En cada columna, las medias seguidas por la misma letra no son significativamente diferentes (Scheffe, p = 0.05).
0 Altamente productora de aflatoxinas

1 Medianamente productora de aflatoxinas
o No productora de aflatoxinas

En las Cuadro 5.11 y Figura 5.3 se muestra la comparacion de medias de la
interaccion contenido de humedad x cepas en la produccién de aflatoxinas a los 30 dias
de almacenamiento, donde se observo que la cepa 35 (A. flavus L.) a 15.5y 16.0% de
humedad presento la mayor cantidad de aflatoxinas con 70.5 y 90 ppb en comparaciéon
con las demas cepas, mientras que en la humedad de 17% fue menor la produccion de
aflatoxinas (293.2 ppb) en relacién a la cepa 36 (A. parasiticus S.), que registré 657.3
ppb. Lo anterior, muestra que A. flavus L. (medianamente productora) mostr6 mayor
produccién a niveles bajos de humedad que A. parasiticus S. (altamente productora) a
los 30 dias de almacenamiento. Por lo que respecta al resto de las cepas y el testigo en
la semilla con humedades de 15.5 y 16%, estas no presentaron aflatoxinas; en cambio
la cepa 25 de A. flavus L. y 24 de A. parasiticus S., en la humedad de 17% presentaron
niveles de aflatoxinas de 16.8 y 9.3 ppb respectivamente.
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Cuadro 5.11. Comparacién de medias de la interaccién cepas x contenido de humedad en la
produccién de aflatoxinas (ppb) en granos de maiz inoculados con tres cepas de A. flavus L.

(25, 35, 37) y 3 cepas de A. parasiticus S. (36, 24, 26), almacenados durante 30 dias a 27°C y
en tres contenidos de humedad.

DIAS DE ALMACENAMIENTO

CEPAS 15.5% 16% 17%
TESTIGO 0.0% 0.0° 0.0°

A. flavusL.25 0 0.0° 0.0° 16.8%%
A. flavus L. 35 Xt 70.5% 90.0** 293.2%°
A flavusL.37 o 0.0° 0.0° 0.0°
A. parasiticus S. 36 0 4.8% 31.9% 657.3%
A. parasiticus S. 243 0.0° 0.0° 9.3%®
A. parasiticus S. 26 o 0.0° 0.0° 0.0°

*Las medias seguidas por la misma letra no son significativamente diferentes (Scheffe, p = 0.05).
0 Altamente productora de aflatoxinas

1+ Medianamente productora de aflatoxinas

o No productora de aflatoxinas

En la interaccion cepas x contenido de humedad del maiz almacenado durante

60 dias a 27°C (Cuadro 5.12 y Figura 5.3), se pudo observar que en la humedad de
15.5 y 16.0%, la cepa 36 de A. parasiticus S. fue la que presento6 los niveles mas altos
de aflatoxinas con 3,006.6 y 8,466.6 ppb respectivamente, mientras que las cepas 24
de A. parasiticus S. y 35 de A. flavus L. en las mismas humedades presentaron una
produccién que oscila entre 220 a 6,066 ppb. En el contenido de humedad del 17%, las
-cepas 24 de A. parasiticus S., 25 de A. flavus L., 35 de A. flavwus L. y 36 de A
parasiticus S., presentaron niveles de aflatoxinas que van desde 1,626 a 14,133 ppb,
siendo la cepa 25 de A. flavus L. la que registr6 la mayor produccion de aflatoxinas en
esta humedad, mientras que en niveles de 15.5 y 16% de humedad del grano de maiz,
los niveles fueron de 60 y 426.6 ppb. Con lo que respecta a las cepas 26 de A. flavus L.
y 37 de A. parasiticus S., no presentaron produccion de aflatoxinas en los tres niveles
de humedad en que fueron almacenadas, condiciones similares a las que fueron
almacenadas los testigos, los cuales tampoco registraron produccion de aflatoxinas,
ambas fueron estadisticamente inferiores al resto de las cepas evaluadas. Cabe hacer
la observacion, de que en este tiempo de almacenamiento se presentaron niveles altos

en relacion a la produccion de aflatoxinas registrados a los 90 dias de almacenamiento
y en los tres niveles de humedad de almacenamiento.
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Cuadro 5.12. Comparacién de medias de la interaccién cepas x contenido de humedad en la
produccion de aflatoxinas (ppb) en granos de maiz inoculados con tres cepas de A. flavus L.

(25, 35, 37) y 3 cepas de A. parasiticus S. (36, 24, 26), almacenados durante 60 dias a 27°C y en
tres contenidos de humedad.

DIAS DE ALMACENAMIENTO

CEPAS 15.5% 16% 17%
TESTIGO 0.0% 0.0° 0.0°

A. flavus L. 25 0 60.0 426.6%" 14133.3°

A. flavus L. 35 3t 490.0%%"9 4146 6> 4973.3°¢
A.flavus L. 37 o 0.0° 0.0® 0.0®
A. parasiticus S. 36 0 3006.6°>% 8466.6°" 3460.0%
A. parasiticus S. 243 220.0%% 6066.6°> 1626.6"%
A. parasiticus S. 26 o 0.0° 0.0° 0.0°

*Las medias seguidas por la misma letra no son significativamente diferentes (Scheffe, p = 0.05).
0 Altamente productora de aflatoxinas

It Medianamente productora de aflatoxinas

o No productora de aflatoxinas

En la comparacion de medias de la interaccién cepas x humedad en los granos
de maiz almacenados a 90 dias (Cuadro 5.13 y Figuras 5.3), se observé una menor
produccion de aflatoxinas en relacién a los dos tiempos de almacenamiento anteriores
(30 y 60 dias). En maiz con 15.5% de humedad, la produccion de la cepa 36 registré
173.3 ppb y la cepa 35 tuvo 406.6 ppb, ambos valores fueron estadisticamente
diferentes en comparacion con el testigo y con las cepas de 37 y 26, en las cuales no
hubo produccién de aflatoxinas. Las cepas 25 de A. flavus L. y 24 de A. parasiticus S.
tuvieron una produccioén de aflatoxinas de 26.6 y 33.3 ppb, respectivamente.

La cepa 36 en maiz y con un contenido de humedad de 16%, a los 90 dias de
almacenamiento fue la que presenté mayor produccion de aflatoxinas con una media de
166.6 ppb, ésta a su vez fue numéricamente superior en la produccién de aflatoxinas
que las registradas en las cepas 25, 35 y 24 (A. parasiticus S). La produccién de
aflatoxinas en la cepa 25 fue la que tuvo el mayor promedio con 506 ppb en el
contenido de humedad de 17%, mientras que la cepa de menor produccion de
aflatoxinas fue la 36, con una media de 53.3 ppb, esta cepa fue igual estadisticamente
a la cepa 35, la cual produjo 66.6 ppb de aflatoxinas. La ausencia de aflatoxinas se

registra tanto en el testigo como en las cepas 37 y 26, sin embargo estas tres ultimas
son estadisticamente iguales.
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Cuadro 5.13. Comparacién de medias de la interaccién cepas x contenido de humedad en la
produccién de aflatoxinas (ppb) en los granos de maiz inoculados con cepas 3 de A.flavus L.

(25, 35, 37) y 3 cepas de A.parasiticus S. (36, 24, 26), almacenados durante 90 dias, a 27°Cy en
tres contenidos de humedad.

DIAS DE ALMACENAMIENTO
CEPAS 15.5% 16% 17%
TESTIGO 0.0% 0.0° 0.0°
A flavusL.25 ¢ 26.6> > 506.6°
A. flavus L. 35 3¢ 406.6° 106.6* 66.6%
A. flavus L. 37 o 0.0° 0.0° 0.0°
A. parasiticus S. 36 0 173.3 166.6%® 53.3%¢
A. parasiticus S. 243 . . 33.3%° 40.0%° 120.0%®
A. parasiticus S. 26 o 0.0° 0.0° 0.0°

*Las medias seguidas por la misma letra no son significativamente diferentes (Scheffe, p = 0.05).
¢ Altamente productora de aflatoxinas

¥+ Medianamente productora de aflatoxinas

o No productora de aflatoxinas

5.3. Germinacion de los granos de Maiz

En el Cuadro A-6 se muestran los cuadrados medios y significancia del analisis

de varianza para la germinacioén de los granos de maiz inoculados con A. flavus L. y A.

parasiticus S., observandose diferencias altamente significativas para las fuentes de

humedad, cepas y la interaccion humedad x cepas para los 30, 60 y 90 dias de
almacenamiento, con excepcion de la fuente de cepas a los 30 dias de

almacenamiento, la cual resulté ser no significativa. Los coeficientes de variaciéon no

fueron transformados a valores angulares, ya que estos valores resultaron ser mayores

a los registrados en forma original, sin embargo, estos coeficientes fueron entre 14.86 a

44.14%.
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Figura 5.3. Producciéon de aflatoxinas de 3 cepas de A. flavus L y 3 cepas de A.
parasiticus S en grano de maiz en las humedades 15.5, 16 y 17 %, incubadas a 27°C,
durante 0, 30, 60 y 90 dias.
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5.4. Comparacion de Medias de la germinacion

En la comparacion de medias para la fuente de humedad y el comportamiento de
la germinacién (Cuadro 5.14), se observd que a medida que se incrementa el periodo
de almacenamiento, la germinacion disminuia considerablemente, de igual manera se
observé también que a medida que se increment6 el contenido de humedad de los
granos de maiz se reducia el poder germinativo. En este sentido, los granos de maiz
almacenados a contenidos de humedad de 15.5% mantuvieron los porcentajes mas
altos de germinacion a través del periodo de almacenamiento, con un promedio de 87,
44 y 26%, a los 30, 60 y 90 dias respectivamente; mientras que en los granos
almacenados con 17% de humedad a los 30, 60 y 90 dias presentaron valores de 33, 1
y 0% de germinacion, siendo estos valores los mas bajos en relacion a los granos de
maiz almacenados a 16.0 % de humedad.

En cuanto a las cepas de A. flavus L. y A. parasiticus S. (Cuadro 5.15) sobre el
efecto de la germinacién de los granos de maiz almacenados a los 30 dias, los datos
muestran que la cepa 25 presenté una germinacion de 68%, siendo el mas alto
numéricamente, sin embargo, no difiere estadisticamente del resto de las cepas, ya que
presentaron valores de 56 (testigo) a 64% respectivamente.

Cuadro 5.14. Comparaciéon de medias enla germinacion de los granos de maiz

Inoculados con cepas de A.flavus L. y A.parasiticus S., almacenados bajo tres
contenidos de humedad durante 30, 60 y 90 dias.

C.H. (%) PORCENTAJE DE GERMINACION
dias de almacenamiento
30 60 90
15.5 87° 447 26 °
16.0 64° 14° 9P
1 7-0 33 c 1 c 0 c

“En cada columna, las medias seguidas por la misma letra no son significativamente diferentes (Scheffe, p = 0.05).
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A los 60 dias de almacenamiento (Cuadro 5.15), el testigo fue el que presenté el
porcentaje mas alto de germinacion (49%), seguido por las cepas 35 (24%), 26 (23%)y
25 (16%), mientras que las cepas 36 y 24 inoculadas en los granos de maiz fueron las
qgue presentaron los porcentajes mas bajos con 11y 6%.

De igual manera, a los 90 dias de almacenamiento (Cuadro 5.15), el testigo
volvié a mostrar el mayor porcentaje de germinacion con una media de 43%, siendo
estadisticamente superior y diferente al resto de las germinaciones de maiz inoculadas
con el resto de las cepas, mientras que las cepas 24, 37 y 36 registraron las

germinaciones mas bajas con 2, 3 y 0%, siendo estas tres estadisticamente iguales.

Cuadro 5.15. Comparacion de medias del porcentaje de germinacion del maiz inoculado

con cepas de A. flavus L. y A. parasiticus S. almacenado durante 90 dias y diferentes
contenidos de humedad.

DIAS DE ALMACENAMIENTO

CEPAS 30 60 90
TESTIGO 56" 297 5
A. flavusL. 25 ¢ 68 ° 16 ™ 7
A. flavus L. 35 ¢ 61° 24° 0™
A. flavusL. 37 o 57° 9™ g
A. parasiticus S. 36 ¢ 64 ° . i 0°
A. parasiticus S. 243% 63° 6° z %
A. parasiticus S. 26 o 61° 23 P 15>

*En cada columna, las medias seguidas por la misma letra no son significativamente diferentes (Scheffe, p = 0.05).
0 Altamente productiora de aflatoxinas

1+ Medianamente productora de aflatoxinas
o No productora de aflatoxinas

En las Figuras 5.4, 5.5 y 5.6 se presenta el comportamiento de la germinacién de
los granos de maiz a través del tiempo de almacenamiento con diferentes humedades y
los tipos de cepas utilizadas en la inoculacion de los granos. En la Figura 5.4, se
muestran el maiz almacenado a los 30 dias, donde los granos de maiz del testigo con
15.5 de humedad, presentaron el mayor porcentaje con 99%, y fue estadisticamente
igual a las germinaciones registradas en los granos de maiz inoculados con las cepas

38



26 (98%) y superiores a las cepas 25, 35 y 37, las cuales presentaron 91, 86 y 90%

respectivamente; mientras que la menor germinacion fue para la cepa 36 con un
promedio de 71%.

En las germinaciones de los granos de maiz almacenados a 16% de humedad
durante 30 dias, inoculados con la cepa 35 fueron los que registraron la mayor
germinacion con 84%, siendo significativamente diferentes a los resultados obtenidos
en la germinacion de los granos de maiz del testigo y con la cepa 26 con 52 y 57%. En
la humedad de 17%, la germinacién de los granos de maiz disminuyé significativamente
en comparacion con la humedad de los granos de 15.5 y 16%, donde la germinacién
del maiz inoculado con la cepa 35 fue de 13%, seguida por la germinacion del testigo y
de los granos de maiz inoculados con la cepa 37, quienes tuvieron 16 y 18%, mientras
que los valores mas altos fueron para los granos de maiz inoculados con las cepas 25,
36y 24 con 52, 57 y 49%, respectivamente.

En la germinacion de los granos de maiz almacenados a 60 dias y con un
contenido de humedad de 15.5% (Figura 5.5), el testigo registr6 el valor mas alto con un
89%, siendo superior a las germinaciones registradas con las diferentes cepas
inoculadas en el maiz. La cepa que menos afecto la germinacion en esta humedad fue
la 35 con 54%, seguida de las cepas 26, 25 y 36, quienes tuvieron 50, 44 y 31%,

mientras que el menor valor fue para la cepa 24 con 16% de germinacion.

En la humedad de almacenamiento del 16%, se observo que el testigo presenté
un 50% de germinacién, siendo estadisticamente diferente a los granos de maiz
inoculados con A. flavus L. y A. parasiticus S. La cepa 26 en maiz presenté una media
de 21%, siendo la que menos afectd la germinacioén, mientras que la cepa 36 y 37
registraron la menor germinacion con un 1%. A 17% de humedad en los granos de
maiz, la germinacion disminuy6 drasticamente, ya que la germinacion de los granos de
maiz del testigo fue de 9%, mientras que la germinacion en las semillas inoculadas con
el resto de las cepas, fue nula.
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En las medias de germinaciéon de los granos de maiz almacenados durante 90
dias y en tres diferentes contenidos de humedad (Figura 5.6), se observé que en la
humedad de 15.5%, la germinacion mas alta fue para el grano de maiz del testigo, el
cual tuvo una media de 90% y fue estadisticamente superior y diferente a las
germinaciones registradas en los granos de maiz inoculados con A. flavus L. y A.
parasiticus S., en donde las cepas 25, 35 y 26 presentaron una media de 21, 27 y 26%
respectivamente; en cambio los granos de maiz que presentaron una menor

germinacion fueron aquellos granos de maiz inoculados con las cepas 37, 24 y 36 con
8,7y 1%. .

La germinacion de los granos de maiz del testigo con un contenido de humedad
de 16% registraron un 40%, resultando ser mayor que los granos de maiz inoculados,
los cuales disminuyeron considerablemente su germinacion, estando éstas por debajo
del 18%. En cambio, en la humedad de 17%, la germinacion de los granos de maiz
inoculados con las diferentes cepas de A. flavus L. y A. parasiticus S., al igual que el
testigo almacenado a 90 dias, fue de 0%, esto se debi6 principalmente a la accion de la
humedad (en el caso del testigo) y de los hongos.

5.5. Contenido de humedad de los granos de maiz

En el Cuadro A-7 se refiere a los cuadrados medios del analisis de varianza de
los datos del contenido de humedad registrados durante la prueba de almacenamiento
de la semilla de maiz inoculadas con cepas de A. flavus L. y A. parasiticus S., en donde
la fuente de variacion de humedad resulté ser altamente significativa (p=0.01) a los 30,
60 y 90 dias de almacenamiento, comportamiento similar present6 la fuente de
variacion de cepas, mientras que en la interaccion humedad x cepas a los 30 y 60 dias
fueron altamente significativas (p=0.01), mientras que a los 90 dias fue significativa
(p=0.05). Los coeficientes de variacion en el contenido de humedad se consideran
bastante bajos, ya que oscilaron entre 2.3 a 2.8%.
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de humedad inoculados con cepas de A. flavus L. (25, 35, 37) y A. parasiticus S. (36, 24, 26),
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5.6. Comparacion de medias del contenido de humedad de los granos de maiz

El contenido de humedad del grano no presento variacion significativa a partir de
los 30 dias de almacenamiento (Cuadro 5.16). Sin embargo, las humedades evaluadas
mostraron un incremento gradual durante los primeros 30 dias de almacenamiento en
relacion a sus humedades originales, esto probablemente ocasionado por el efecto de
la inoculacién de los hongos y a su actividad metabdlica, mas la accién respiratoria de
los granos de maiz.

En cuanto a la comparacion de medias en la humedad de los granos de maiz por
medio de la accién de las cepas de A. flavus L. y A. parasiticus S. en el maiz

almacenado a los 30 dias, no presentaron diferencias entre si, ya que estas
humedades oscilaron entre 16.96 a 17.62% (Cuadro 5.17).

Cuadro 5.16. Comparacion de medias del contenido de humedad (%) de los granos de

maiz inoculados con cepas de A. flavus L. y A. parasiticus S., almacenados a tres
contenidos de humedad durante 30, 60 y 90 dias.

DIAS DE ALMACENAMIENTO
CONT. DE 30 60 90
HUMEDAD (%)
15.5 16.38° 16.12° 16.07°
16 17.17° 16.82° 17.20°
17 18.11° 17.76 ° 18.18*

“En cada columna, las medias seguidas por la misma letra no son significativamente diferentes {Schﬁe. P =0.05).

Mientras que a los 60 dias, el testigo presenté el menor porcentaje de humedad
en los granos de maiz, con una media de 15.9%, siendo estadisticamente inferior al
resto de las cepas, en donde la cepa 24 presentd el porcentaje mas alto de humedad,
mientras que a los 90 dias, el testigo fue el que registré6 el menor porcentaje de

humedad con 16.37 esto es debido a que la actividad metabdlica de los hongos no fue
tan aita (Cuadro 5.17).
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Cuadro 5.17. Comparacién de medias de contenido de humedad (%) de los granos

de maiz inoculados con cepas de A. flavus L.y A. parasiticus S., almacenados a tres
contenidos de humedad durante 30, 60 y 90 dias.

DIAS DE ALMACENAMIENTO

CEPAS 30 60 90
TESTIGO 17.28° 15.90° 16.37°
A.flavusL.25 ¢ 17.14° 17.05%* 17.26 °
A. flavus L. 35 3 17.07° 16.69° 17.44°
A. flavus L. 37 o 16.96 17.09%® 16.91 ™
A. parasiticus S. 36 ¢ 17.46° 17.29% 17.48°
A. parasiticus S. 243% 17.62° 17.46° 17.59°
A. parasiticus S. 26 o 17.02° 16.82%* 16.99 *

*En cada columna, las medias seguidas por la misma letra no son significativamente diferentes (Scheffe, p = 0.05).
¢ Altamente productora de aflatoxinas

¥ Medianamente productora de aflatoxinas

o No productora de aflatoxinas

En los Cuadros 5.15, 5.16 y 5.17. Se presentan las medias de los contenidos de

humedad de los granos de maiz almacenados a 30, 60 y 90 dias para la interacciéon

cepas x humedad. A los 30 dias de almacenamiento (Cuadro 5.18) y en el contenido de

humedad de 15.5%, el valor mayor en la humedad fue para los granos de maiz

inoculados con la cepa 24 (A. parasiticus S.) con una media de 16.70%; y el valor

menor fue el de la cepa 37 con una media de 16.05%. Para el contenido de humedad

de 16 y 17%, no hubo diferencia estadistica entre ambas humedades.

Cuadro 5.18. Comparacion de medias del contenido de humedad (%) de los granos

de maiz inoculados con cepas de A. flavus L. y A. parasiticus S. almacenados en tres
contenido de humedad durante 30 dias a 27°C.

CEPAS C. H. 15.5% C.H.16% C.H. 17%
TESTIGO 16.107 17.52 *= 18.16 ®
A. flavusL. 25 0 16.36 * 1708 booet 18.00
A. flavus L. 35 3t 16.38 ¢ 16.53 %' 18.31°
A. flavus L. 37 o 16.05 16.92 Podef 1793 ®
A. parasiticus S. 36 ¢ 16.65 17.68 2> 18.06
A. parasiticus S. 24%% 16.70 18.06 18.11
A. parasiticus S. 26 o 16.36 ¢ 16.45 % 18.25 2

*Las medias seguidas por la misma letra no son significativamente diferentes (Scheffe p = 0.05).
¢ Altamente productora de aflatoxinas

4 Medianamente productora de aflatoxinas

o No productora de aflatoxinas
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A los 60 dias de almacenamiento, se muestra que en la humedad de 15.5%, el
testigo presenté el menor contenido con 15.42% y fue estadisticamente igual al
contenido de humedad de los granos de maiz inoculados con A. flavus L. y A.
parasiticus S. (Cuadro 5.19), a excepcion de los granos de maiz inoculados con la cepa

24 (A. parasiticus S.), quien presenté una media de 16.69%, siendo el valor mas alto
en esta humedad.

Los granos de maiz con 16% de contenido de humedad, del testigo presentaron
una humedad de 16.02%, por lo que fue estadisticamente diferente a las humedades de
los granos de maiz inoculados con las cepas 36 y 24 (A. parasiticus S.), que tuvieron
17.61y 17.71% respectivamente (Cuadro 5.19). Para el contenido de humedad de 17%,
los granos de maiz con el menor contenido de humedad fue para el testigo con un
promedio de 16.2% y fue estadisticamente diferente a la humedad de los granos de
maiz inoculados con el resto de las cepas de A. flavus L. y A. parasiticus S., a

excepcion de los granos de maiz inoculados con la cepa 35 (A. flavus L.), la cual
present6 una media de 17.50%.

Cuadro 5.19. Comparacion de medias del contenido de humedad (%) de los granos de

maiz inoculados con cepas de A. flavus L. y A. parasiticus S. almacenados con tres
contenido de humedad durante 60 dias a 27°C.

CEPAS C.H. 15.5% C.H. 16% C.H.17%
TESTIGO 1542 16.02 1620
A flavusL. 25 ¢ 16.37 defon 16.84 cdefon 17.94
A. flavus L. 35 3¢ 16.09 " 16.48 cdefon 17.50 2bede
A. flavusL. 37 o 16.30 °fon 16.96 0% 18.03 %
A. parasiticus S. 36 ¢ 16.32 N 17.61 ™ 17.94 %®
A. parasiticus S. 243% 16.69 °%0 1771 %= 18.00 **
A. parasiticus S. 26 o 15.66 & 16.09 " 18.70 °

*Las medias seguidas por la misma letra no son significativamente diferentes (Scheffe p= 0.05).
¢ Altamente productora de aflatoxinas

¥ Medianamente productora de aflatoxinas

o No productora de aflatoxinas

En el Cuadro 5.20 se muestran las medias de la interaccion cepas x humedad
para el contenido de humedad de 15.5%, los granos de maiz inoculados con la cepa de

A. parasiticus S. 26, los cuales presentaron una humedad de 15.12%, resultando ser la
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menor presentada por los granos de maiz, mientras que la mayor registrada fue para

los granos de maiz inoculados por la cepa 36 con 16.81%, por lo que fue superior a la
presentada por el testigo y a la cepa 26.

Cuadro 5.20. Comparacion de medias del contenido de humedad de los granos de maiz

inoculados con cepas de A. flavus L. y A. parasiticus S. almacenados con tres
contenidos de humedad durante 90 dias a 27°C.

CEPAS C.H. 15.5% C.H. 16% C.H.17%
TESTIGO 15.24 ™ 16.72 17.16 =
A. flavus L. 25 ¢ 16.54 ¢ 17.15 18.10 **
A. flavus L. 35 3% 16.35 1730 0= 18.69 2
A. flawusL. 37 o 15.81 16.50 18.42
A. parasiticus S. 36 ¢ 16.81 % 17.40 ™% 18.24 *©
A. parasiticus S. 24%% 16.65 17.95 18.19
A. parasiticus S. 26 b 15.12" 17417 >0 18.42 *

*Las medias seguidas por la misma letra no son significativamente diferentes (Scheffe p = 0.05).
¢ Altamente productora de aflatoxinas

1t Medianamente productora de aflatoxinas

o No productora de aflatoxinas

Para la humedad de almacenamiento de 16%, los granos de maiz que tuvieron la
menor fue para los que se inocularon con la cepa 37 con un 16.5%, e igual
estadisticamente a las humedades de los granos de maiz del testigo y a los inoculados
con las cepas restantes, y solo difirié estadisticamente de la humedad de los granos de
maiz en donde se inocularon con la cepa 24, registrando la mayor humedad con un
promedio de 17.95%. Mientras que en la humedad de 17%, los granos de maiz con
menor humedad fueron para el testigo con un valor de 17.16%, resultando ser diferente
estadisticamente a los granos de maiz inoculados con las cepas 35, 37 (A. flavus L.) y

36 (A. parasiticus S.), las cuales presentaron un 18.69, 18.42,18.24%, respectivamente
(Cuadro 5.20) .
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6. Efecto del maiz inoculado con cepas de A. flavus L. y A. parasiticus S.

almacenado en tres temperaturas en la producciéon de aflatoxinas y la
germinacion de los granos de maiz

6.1 Produccion de aflatoxinas

En el Cuadro A-8 se presentan los cuadrados medios del anélisis de varianza en
la produccion de aflatoxinas en los granos de maiz inoculados con A. flavus L. y A.
parasiticus S., evaluada a los 8, 16 y 24 dias con una humedad de 17%. Se observd
que en las fuentes de variacion de temperatura, cepas y temperaturas x cepas
resultaron ser altamente significativas para los tres tiempos de almacenamiento, con
excepcion de la fuente de temperaturas a los 8 dias, la cual resulté ser no significativa.
Los coeficientes de variacion se consideraron moderadamente altos debido a las

caracteristicas de la variable evaluada, oscilando estas entre 21.68 a 45.81%.

6.2. Comparacion de Medias

En el Cuadro 5.21 se muestra la comparacién de medias en la produccién de
aflatoxinas en los granos de maiz inoculados con A. flavus L. y A. parasiticus S.
almacenados a 20, 27 y 34 °C, durante 8, 16 y 24 dias. En la temperatura de 20°C,
durante los tres tiempos de evaluacién se presenté la menor produccion de aflatoxinas,
con una media de 11.95, 1.90 y 2.7 ppb para los 8, 16 y 24 dias; sin embargo, a medida
que la temperatura de almacenamiento se incrementaba los niveles de aflatoxinas
aumentaron, en este caso, en la temperatura de 34°C, y a los 8, 16 y 24 dias se
registraron niveles de aflatoxinas de 64.52, 577.62 y 1,078.6 ppb respectivamente.

Con relacion al tiempo de almacenamiento, a los 8 dias y en las tres
temperaturas de almacenamiento no existieron diferencias estadisticas en la produccion
de aflatoxinas, aunque numéricamente en la temperatura de 34°C, el nivel de
aflatoxinas fue alto. A los 16 dias de almacenamiento solo hubo diferencia estadistica
en la produccion de aflatoxinas en la temperatura de 20°C, comparada con la

temperatura de 27 y 34°C. A los 24 dias de almacenamiento si hubo diferencia
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estadistica en la produccion de aflatoxinas en las tres temperaturas, en donde la
maxima produccion fue en la temperatura de 34°C, con una media de 1,078.6 ppb.

Cuadro 5.21. Comparaciéon de medias en la produccién de aflatoxinas (ppb) en los

granos de maiz inoculados con cepas de A. flavus L. y A. parasiticus S., almacenados
a 17% de humedad por 8,16 y 24 dias.

DIAS DE ALMACENAMIENTO
TEMPERATURA 8 16 24
(C) . . .
20 11.95° 1.90° 27"
27 18.38 * 156.48 2 741.0°
34 64.52 ° 577.62° 1078.6 °

*En cada columna, las medias seguidas por la misma letra no son significativamente diferentes (Scheffe p = 0.05).

En cuanto a la produccion de aflatoxinas de las diferentes cepas de A. flavus L. y
A. parasiticus S. inoculadas en los granos de maiz y almacenados a los 8, 16 y 24 dias
(Cuadro 5.22), se observo que en la cepa 26 (A. parasiticus S.) y 37 (A. flavus L.) no
hubo produccién de aflatoxinas, al igual que en el testigo durante los tres tiempos de
almacenamiento; Las cepas 25 (A. flavus L.) y 36 (A. parasiticus S.) a los 8 dias de
almacenamiento tuvieron producciones de aflatoxinas por debajo de la unidad de ppb.
Sin embargo, estas mismas cepas a los 16 y 24 dias tuvieron incrementos
considerables de aflatoxinas, llegando a 1,684.4 ppb (Cepa 36, A. parasiticus S.), que
fue la maxima produccion registrada. Por otro lado, la cepa 24 (A. parasiticus S.) fue la
que manifestod los maximos niveles de aflatoxinas cuando estuvo almacenada por 8, 16
y 24 dias de almacenamiento con 219.11, 1,226.8 y 1,623.3 ppb respectivamente.
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Cuadro 5.22. Comparacion de medias de la produccién de aflatoxinas (ppb) en maiz

Inoculado con cepas de A. flavus L. y A. parasiticus S., almacenado a 17% de humedad
y en tres temperaturas durante 8, 16 y 24 dias.

DIAS DE ALMACENAMIENTO

CEPAS 8 16 24

TESTIGO 0.00° 0.0° 00"
A. flavusL. 25 ¢ 022" 456" 260.9 °
A. flavus L. 35 %t 1.33° 141.7° 683.2 ¢
A. flavus L. 37 o 0.00° 0.0° 0.0¢
A. parasiticus S. 36 0 0.67° 303.3° 1684.4 °
A. parasiticus S. 24%% 219.11° 1226.8° 1623.3°
A. parasiticus S. 26 o 0.00° 0.0° 0.0°

*En cada columna, las medias seguidas por la misma letra no son significativamente diferentes (Scheffe p= 0.05).
0 Altamente productora de aflatoxinas

1+ Medianamente productora de aflatoxinas

o No productora de aflatoxinas

En las Cuadro 5.23 y Figura 5.7 se presentan las medias de A. flavus L. y A.
parasiticus S. en maiz almacenado a 20, 27 y 34°C, durante 8 dias; Se observé que la
cepa 24 (A. parasiticus S.) fue la que tuvo la mayor produccion de aflatoxinas en las
temperaturas de 20, 27 y 34°C, con 80.3, 125.3 y 451.6 ppb, mientras que el resto de
las cepas tuvieron una produccion muy baja de aflatoxinas, la cepa 35 de A. flavus L.
produjo solo 2.6 ppb; en tanto que las cepas A. flavus L. 25, 35, 37 y las cepas de A.

parasiticus S. 26 y 36, no presentaron producciéon de aflatoxinas al igual que en el
testigo no inoculado, a 34°C.

Cuadro 5. 23. Comparacién de medias de la produccién de aflatoxinas (ppb) en maiz

inoculado con cepas de A. flavus L. (25, 35, 37) y A. parasiticus S. (36, 24, 26),
incubado a 20, 27y 34°C, durante 8 dias.

TEMPERATURAS

CEPAS 20°C 27°C 34°C
TESTIGO 00" 0.0° 0.0°
A. flavusL. 25 ¢ 06° 0.0° 0.0°
A. flavus L. 35 3t 26° 1.3° 0.0°
A. flavusL. 37 o 0.0° 0.0° 0.0°
A. parasiticus S. 36 0 0.0° 2.0° 0.0°
A. parasiticus S. 243% 80.3° 125.3° 45162
A. parasiticus S. 26 o 0.0° 0.0° 0.0°

*Las medias seguidas por la misma letra no son significativamente diferentes (Scheffe, p = 0.05).
0 Altamente productora de aflatoxinas

1t Medianamente productora de aflatoxdnas

o No productora de aflatoxinas
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Para los 16 dias de almacenamiento y 20°C, no se present6 la producciéon de
aflatoxinas tanto en el testigo como en las cepas de A. flavus L. y A. parasiticus S., con
la excepcion de la cepa A. parasiticus S. 24, la cual presentd6 una produccién de
aflatoxinas de 13.3 ppb; En cambio, en la temperatura de 27°C, la produccién mayor fue
en los granos de maiz inoculados con la cepa 36 con una media de 553 ppb (Cuadro 5.
24 y Figuras 5.7), seguida por la cepa 35 con una media de 425 ppb, ambas fueron
estadisticamente iguales y superiores al testigo, mientras que las cepa 24 presenté la
menor produccion de aflatoxinas con 0.3 ppb. Para la temperatura de 34°C, la mayor
produccion de aflatoxinas se detecté en los granos de maiz inoculados con la cepa A.
parasiticus S. 24 con una media de 3,666.6 ppb, y la cepa que registré la menor
produccioén fue la cepa A. flavus L. 25 con una media de 20 ppb, en cambio, la cepa de
A. flavus L. 35 que es considerada como productora de aflatoxinas no tuvo produccion a
esta temperatura de almacenamiento. Por otro lado, el testigo y los granos de maiz
inoculados con la cepa de A. flavus L. 37 y de A. parasiticus S. 26 no tuvieron

produccion de aflatoxinas en ninguna de las tres temperaturas a los 16 dias de
almacenamiento.

Cuadro 5.24. Comparacion de medias de la produccién de aflatoxinas (ppb) en maiz

inoculado con Cepas de A. flavus L. (25, 35, 37) y A. parasiticus S. (36, 24, 26) incubado
a 20, 27 y 34°C, durante 16 dias.

TEMPERATURAS

CEPAS 20°C 27°C 34°C
TESTIGO 00°% 00° 0.0°
A. flavusL. 25 ¢ 0.0° 116.6 @ 20.0™
A. flavus L. 35 3t 00° 4250° 00°
A. flavusL. 37 © 0.0° 0.0° 356.6 ™
A. parasiticus S. 36 0 00° 553.0° 0.0°
A. parasiticus S. 24%% 13.3% 0.3% 3666.6 °
A. parasiticus S. 26 o 00° 0.0° 0.0°

* Las medias seguidas por la misma letra no son significativamente diferentes (Scheffe, p = 0.05).
0 Altamente productora de aflatoxinas

1+ Medianamente productora de aflatoxinas

o No productora de aflatoxinas

En las Cuadro 5.25 y Figuras 5.7 se muestran la produccion de aflatoxinas en los
granos de maiz inoculados con A. flavus L. y A. parasiticus S. a los 24 dias de

almacenamiento, en donde se observé que en la temperatura de 20°C, hubo baja
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produccién de aflatoxinas comparado con la que se produjo en las temperaturas de 27 y
34°C., en donde las Unicas cepas que tuvieron una produccién de aflatoxinas fueron las
cepas de A. flavus L. 25 y 35 con una media de 2.6 y 16.3 ppb. Esta baja produccion de
aflatoxinas se debi6 a que esta temperatura no es la adecuada para producir
aflatoxinas; y tanto en el testigo como en las que se inocularon con las cepas A. flavus
L. 37 y A. parasiticus S. 26 tampoco hubo produccion de aflatoxinas, sin embargo, estas
cepas no son consideradas como productoras de aflatoxinas. En la temperatura de
27°C, si hubo produccion de aflatoxinas en los granos de maiz inoculados con las
cepas productoras de aflatoxinas, debido a que esta temperatura es 6ptima para la
produccion de éstas. La cepa con mayor produccion de aflatoxinas fue la 36 con un
promedio de 2,336.6 ppb, seguida por la cepa 35 con una media de 2,033.3 ppb, siendo
éstas diferentes estadisticamente a la cepa 24, que produjo niveles menores de
aflatoxinas con un promedio de 36.6 ppb.

En la temperatura de 34°C, no hubo produccion de aflatoxinas en el maiz
inoculado con las cepas A. flavus L. 25 y 35, a pesar de que estas dos cepas son
consideradas como productoras de aflatoxinas, sin embargo si hubo crecimiento del
hongo. Las cepas que tuvieron produccién de aflatoxinas fueron aquellas que se
inocularon con las cepas A. parasiticus S. 36 y 24 donde hubo una alta produccién de
aflatoxinas con una media de 2,716.6 y 4,833.3 ppb respectivamente.

Figura 5.25. Comparacion de medias de la produccion de aflatoxinas (ppb) en maiz

inoculado con cepas de A. flavus L. (25, 35, 37) y A. parasiticus S. (36, 24, 26), incubado
a 20, 27y 34°C, durante 24 dias.

TEMPERATURAS

CEPAS 20°C 27°C 34°C
TESTIGO 007 007 0.0°¢
A. flavusL. 25 ¢ 26¢ 780.0° 0.0¢
A. flavus L. 35 3% 16.3¢ 2033.3% 0.0¢
A. flavus L. 37 o 0.0¢ 0.0¢ 0.0¢
A. parasiticus S. 36 ¢ 0.0° 2336.6 ™ 2716.6
A. parasiticus S. 24%% 0.0¢ 36.6¢ 4833.3°
A. parasiticus S. 26 o 0.0¢ 0.0¢ 0.0¢°

* Las medias seguidas por la misma letra no son significativamente diferentes (Scheffe, p = 0.05).
0 Ailtamente productora de aflatoxinas

1+ Medianamente productora de aflatoxinas

o No productora de aflatoxinas
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Figura 5.7. Produccién de aflatoxinas de 3 cepas de A. flavus L y 3 cepas de A.
parasiticus S en grano de maiz en las humedades 15.5, 16 y 17 %, incubadas a 27°C,
durante 0, 30, 60 y 90 dias.
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6.3 Germinacion de los granos de maiz

En el Cuadro A-9 se presentan los cuadrados medios y significancia del analisis
de varianza para la germinacion de los granos de maiz inoculados con A. flavus L. y A.
parasiticus S. almacenados bajo tres temperaturas durante 8, 16 y 24 dias. Las fuentes
de variacion de temperatura, cepa y temperaturas x cepas resultaron ser altamente
significativas para los tres tiempos de evaluacion, lo que demuestra que las cepas y
temperaturas tienen diferentes comportamientos en la manifestacion de la germinacion.

Los coeficientes de variacion se encuentran en valores aceptables, ya que éstos oscilan
entre 6.24y 13.71%.

En el Cuadro 5.26 se presentan las medias de germinacion en las diferentes
temperaturas y tiempos de almacenamiento, en donde la germinacién a los 8 dias de
almacenamiento fue mayor en las temperaturas de 20 y 27°C, con un promedio de 98 y
95%, y en la temperatura de 34°C, la germinacioén disminuy6 hasta 64%, siendo ésta
estadisticamente inferior y diferente a los dos valores de germinacién mencionados
anteriormente. A los 16 dias de almacenamiento, las germinaciones de los granos de
maiz resultaron ser diferentes estadisticamente entre si para cada temperatura
evaluada, donde la germinacion mas alta fue en la temperatura de 20°C, con un 98% y
la germinaciébn mas baja fue en los granos de maiz que estuvieron almacenados a
34°C, con un 39%. Mientras que a los 24 dias de almacenamiento, la germinacién mas
alta fue para aquellos granos de maiz almacenados a 20°C, con 97% y a 34°C, fue de
30%.

Cuadro 5.26. Comparacion de medias del porcentaje de germinacién de los granos de maiz

inoculados con cepas de A.flavus L. y A.parasiticus S., almacenados durante 8,16 y 24 dias
con tres contenidos de humedad.

TEMPERATURA (°C) Porcentaje de germinacién
Dias de almacenamiento
8 16 24
20 98 987 97°
27 952 86" 64"
34 64" 39° 30°¢

"“En cada columna, las medias seguidas por la misma letra no son significativamente diferentes (Scheffe p = 0.05).

104



En el Cuadro 5.27 se muestran las medias de los porcentajes de germinacion de
los granos de maiz, cuando estos fueron inoculados con diferentes cepas de A. flavus
L.y A. parasiticus S. y almacenados a 8, 16 y 24 dias. A los 8 dias de almacenamiento,
los granos de maiz del testigo registraron el valor mas alto de germinacion con un 99%,
sin embargo este valor no difiri6 estadisticamente de las germinaciones de los granos
de maiz que fueron inoculados con las cepas A. parasiticus S. 24, 26 que tuvieron un
93% vy la cepa A. parasiticus S. 36 tuvo un 92%; en cambio, los granos de maiz que
tuvieron la menor germinacion correspondié a la cepa A. flavus L. 25 (66%), la cual fue
estadisticamente igual a la registrada por la cepa A. flavus 35, quién tuvo 71% y en |la
37 (86%). A los 16 dias de almacenamiento, el porcentaje de la germinacion tuvo una
tendencia a disminuir con el incremento del tiempo almacenamiento.

Sin embargo a los 16 dias, los granos de maiz del testigo se mantuvieron en
niveles altos en su germinacion al presentar 94%, seguidos por los granos de maiz
inoculados por la cepa 24 con 91%, mientras que las germinaciones mas bajas
correspondieron a los granos de maiz inoculados por las cepas A. flavus L. 25 los
cuales presentaron el 60% y en las cepas con A. parasiticus S. 26 y A. flavus L. 35 el
valor fue de 61 % (Cuadro 5.27). Para las germinaciones presentadas en los granos de
maiz a los 24 dias, el testigo junto con los granos de maiz inoculados por las cepas A.
flavus L. 37 y A. parasiticus S. 24, resultaron ser estadisticamente iguales entre si, sin
embargo, numéricamente el testigo superé por completo a todas las germinaciones de
los granos de maiz inoculados con las diferentes cepas de A. flavus L. y A. parasiticus

S. Por su parte, los granos de maiz inoculados con la cepa 35 presentaron la menor
germinacién con 50%.

En la Figura 5.8 se presentan las medias de germinacion de los granos de maiz
almacenados durante 8 dias a 20°C., donde se observo que los granos de maiz del
testigo y el maiz inoculado con A. flavus L. y A.parasiticus S. no presentaron diferencias
estadisticas, ya que las germinaciones oscilaron entre 97 al 100%.
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Cuadro 5.27. Comparacion de medias del porcentaje de germinaciéon de los granos
de maiz inoculados con cepas de A.flavus L. y A.parasiticus S., almacenados durante
8, 16 y 24 dias, en tres contenidos de humedad.

DIAS DE ALMACENAMIENTO
CEPAS 8 16 24
TESTIGO 99° 94° 84"
A. flavusL. 25 0 66" 60 ¢ 54°
A. flavus L. 35 3t 71° 61°¢ 50°
A flavusL. 37 o 86 * 85° 752
A. parasiticus S. 36 0 92° 69 ° 56"
A. parasiticus S. 24%% 93° 9® 74°
A. parasiticus S. 26 o 93° 61¢ 53"

*En cada columna, las medias seguidas por la misma letra no son significativamente diferentes (Scheffe p = 0.05).
¢ Altamente productora de aflatoxinas

1+ Medianamente productora de aflatoxinas

o No productora de aflatoxinas

En la temperatura de 27°C, las germinaciones se comportaron de forma similar
que en la temperatura de 20°C, donde los resultados no difirieron entre si, pero,
numéricamente los granos de maiz del testigo resultaron ser los que presentaron la
maxima germinacion con 98%. En cambio, la germinacién mas baja fue para los granos
de maiz inoculados con la cepa A. flavus L. 37, los cuales registraron un 89%. En la
temperatura de 34°C, la germinacion de los granos de maiz del testigo fue la mas alta
con un 100%, y los granos de maiz que fueron mas afectados por el hongo fueron

aquellos que se inocularon con las cepas A. flavus L. 25 y 35 con una media de 1.3 y
17.3% respectivamente (Figura 5.8).

Las medias de germinacién de los granos de maiz almacenados a los 16 dias,
muestran que en la temperatura de 20°C, las germinaciones se mantuvieron altas (99 a
98%), tanto en los granos de maiz del testigo, como en los inoculados con A. flavus L.
y A. parasiticus S., no existiendo diferencias estadisticas entre si (Figura 5.9). En la
temperatura de 27°C, la germinacion mas alta fue para los granos de maiz del testigo
con una media de 98%, mientras que los granos de maiz inoculados con las cepas de
A. flavus L. y A. parasiticus S. resultaron ser menores al testigo, la germinacion mas
baja fue para los granos de maiz inoculados con la cepa A. flavus L. 25 y A. parasiticus
S. 24 con un promedio de 83%. Para la temperatura de 34°C, los granos de maiz
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inoculados con la cepa A. parasiticus S. 24, tuvo una germinaciéon de 91%, indicando
que fue la cepa que menos afecté la germinacion de los granos de maiz en esta
temperatura, mientras que los granos de maiz del testigo tuvieron una germinacién de
88%. Los granos de maiz inoculados con las cepas A. flavus L. 25, 35 y A. parasiticus
S. 26 afectaron en forma considerable la germinacion del maiz, a tal grado que esta fue

de 0%; mientras que la cepa A. parasiticus S. 36 también afectd la germinaciéon hasta
disminuirla a un 25%.

" En la Figura 5.10 se muestran las medias de germinaci6n de los granos de maiz
inoculados con cepas de Aspergillus y almacenados en tres temperaturas durante 24
dias, mostrandose que en la temperatura de 20°C, tanto los granos de maiz del testigo
como en los inoculados por las cepas de A. flavus L. y A. parasiticus S. mantuvieron
germinaciones por arriba del 93%, mientras que el testigo tuvo un porcentaje de

germinacion arriba del 99%. Todas las germinaciones registradas en esta temperatura
resultaron ser estadisticamente iguales entre si.

Para la germinacion de los granos de maiz almacenados a 27°C, el testigo
registr6 la germinacion mas alta con 97% y fue estadisticamente diferente a las
germinaciones de los granos de maiz inoculados con A. flavus L. y A. parasiticus S., en
donde la germinacién mas baja fue la de los granos de maiz inoculados con la cepa 24
con un 47%. Mientras que en la temperatura de 34°C, la mayor germinacion fue para
los granos de maiz inoculados con la cepa A. parasiticus S. 24, quién tuvo un 75%,
seguida por la cepa A. flavus L. 37 y el testigo, con 69 y 57% respectivamente. A esta
temperatura las cepas de los hongos evaluados afectaron considerablemente la
germinacion de los granos de maiz, donde las cepas que mas afectaron fueron la cepas
A. flavus L. 25, 35 y A. parasiticus S. 26, las cuales promediaron 0%. Otra que también
afect6 la germinacion fue la cepa A. parasiticus S. 36 con un 5% (Figura 5.10). Cabe
hacer mencion que los porcentajes de germinacion a 20°C de almacenamiento, se

mantuvieron por arriba de aquellos granos de maiz que fueron almacenadas a 27 y
34°C.
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Inoculados con cepas de A.flavusL. (25,35,37) y A.parasiticusS. (36, 24, 26),

almacenados en tres temperaturas durante 8 dias.
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6.4. Contenido de humedad

Los cuadrados medios del analisis de varianza para el contenido de humedad de
los granos maiz inoculados con A. flavus L. y A. parasiticus S., mostraron que la fuente
de variacion de temperatura resulté ser altamente significativa para los tiempos de
almacenamiento de 8, 16 y 24 dias (Cuadro A-10), mientras que en la fuente de
variacion de las cepas y la interaccion de cepas x temperatura resultaron ser altamente
significativas solamente para el tiempo de almacenamiento de 16 dias. Los coeficientes

de variacion fueron muy bajos con un valor de 2.94, 1.51y 1.59 para los 8,16 y 24 dias
de almacenamiento respectivamente.

6.5. Comparacion de Medias

En el Cuadro 5.28 se presentan las medias del contenido de humedad de los
granos de maiz almacenados a los 8, 16 y 24 dias, observandose que en la
temperatura de 34°C, se presentaron valores de 15.93, 15.84 y 16.36% de humedad
para los tres tiempos de almacenamiento, siendo los valores mas bajos y diferentes
estadisticamente a los comparados con las temperaturas de 20 y 27°C, ya que estos no
difiieron entre si al oscilar los rangos de humedad entre 17.05 y 17.38%. La alta
temperatura de 34°C, ocasioné que disminuyera la humedad de los granos de maiz,
debido a que se presentdé una rapida evaporacion del agua de los granos de maiz, lo

cual vari6 la humedad original del maiz que era de aproximadamente de 17%.

Cuadro 5. 28. Comparacion de medias de la humedad (%) de los granos de maiz

inoculados con cepas de A.flavus L. y A.parasiticus S., almacenados durante 8, 16
y 24 dias, en un contenidos de humedad de 17% aprox:madamente

DIAS DE ALMACENAMIENTO
TEMPERATURA 8 16 24
(°C)
20 17.38% 17.10° 17.37°
27 17.13° 17.05° 17.37°
34 15.93° 15.84° 16.36°

*En cada columna, las medias seguidas por la misma letra no son significativamente diferentes (Scheffe, p = 0.05).
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VI. DISCUSION

Las cepas de Aspergillus flavus L. se identificaron siguiendo las claves de Raper
y Fenell (1965) que clasifican a las especies de Aspergillus en 18 grupos, las cepas de
las especies de A. flavus Link y Aspergillus parasiticus Speare que fueron aisladas en

este trabajo corresponden al grupo de Aspergillus flavus o seccion flavi (Gams et al.,
1985).

En los diferentes sustratos de los que se aislaron los hongos, se obtuvieron 38
cepas en total de las especies Aspergillus flavus L. y Aspergillus parasiticus S. De las
cepas de Aspergillus flavus L. se aislaron 30 cepas, representando el 78.94% de las
cepas encontradas y de Aspergillus parasiticus S. se encontraron 7 cepas que
corresponden al 18%. Aspergillus flavus L. fue mas frecuentemente encontrado en los
diferentes sustratos en comparacion con A. parasiticus S. (Cuadro 52 y 5.3).
Vaamonde et al. (2003) aislaron cepas de Aspergillus de la seccion flavi en cacahuate,
trigo y soya provenientes de Argentina, y también encontraron que A. flavus L. fue la
especie predominante en todos los sustratos y después fue A. parasiticus S.

El 80% de las cepas de A. flavus L. presentaron un crecimiento radial y flocoso y
el 20% un crecimiento radial y zonado (Cuadro 5.2) En el caso de A. parasiticus S., el

100% de las cepas presentan un crecimiento radial y flocoso, no presentandose el
crecimiento zonado (Cuadro 5.3).

En A. flavus L., el 63% de las cepas presentaron micelio aéreo y escaso en el
centro de la colonia; y el resto present6é micelio profundo y escaso. En A. parasiticus S.,
el 43 % de las cepas presentaron micelio aéreo y escaso en el centro de la colonia y el
57 % presentaron micelio profundo y escaso (Cuadro 5.2y 5.3).

El diametro de las colonias de las cepas de A. flavus L., varié de 6.08 cm a 7.53
cm; en el caso de A parasiticus S. el diametro de la colonia varié de 5.64 cma 7.4 cm.
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La cepa 31 (Aspergillus flavus L.) fue la que presenté una colonia de mayor tamafio en
medio de Czapek a los 10 dias de incubacién a 27°C con diametro de 7.53 cmy la
cepa 26 (A. parasiticus S.), fue la que presenté el menor diametro de la colonia
(5.64cm). El sistema de identificacion de Klich y Pitt (1988) utiliza tres medios de cultivo
para observar las caracteristicas morfolégicas macroscépicas y microscépicas de los
Aspergillus (agar extracto de malta, agar Czapek con 20% de sacarosa y medio agar
Czapek extracto de levadura) la incubacion se mantiene 7 dias a una temperatura de
25°C, al medir el diametro de la colonia de Aspergillus flavus L. por este sistema es de

6 a 7 mm, sus resultados son similares a los que se obtuvieron para A.flavus L. en
medio de agar Czapek (Cuadro 5.2).

El color de las cepas de Aspergillus flavus L. es verde amarillo, las cepas de
Aspergillus parasiticus S. son de color verde oscuro o verde seco. El color de los
conidios es una caracteristica importante en la identificacion de Aspergillus flavus L.,
seccién flavi y se ha caracterizado tradicionalmente la comparacion del color ( Klich y
Pitt, 1988; Raper y Fennell, 1965). Horn et al. (1996) analizaron la intensidad del color
de los conidios de cada cepa de A. flavus L. y A. parasiticus S. por medio de un equipo
de color RGB, el cual utiliza un monitor de color y esta basado sobre una combinacién
de color rojo, verde y azul. Se encontré que el color de los conidios entre estas dos
especies es muy diferente y entre las cepas de la misma especie hay pocas diferencias
en el color de los conidios. Sin embargo al visualizar directamente en las cajas de petri,
si se ven las diferencias de una especie a otra. Pero al tratar de diferenciar el color de

los conidios de una cepa a otra de la misma especie es muy dificil a simple vista.

Ninguna cepa de Aspergillus parasiticus S. presenté formacion de esclerocios a
los 10 dias en el medio de Czapek ; a diferencia de las cepas de Aspergillus flavus L.,
en donde el 77% de las cepas formaron esclerocios y el 23% no los presentaron
(Cuadro 5.2 y 5.3). La cepa Aspergillus flavus L. 14 fue la que formé los esclerocios
mas pequeiios con un didametro de 313 pm. Horn et al. (1996) reportaron que de 79
cepas de Aspergillus flavus L., todas formaron esclerocios en medio de agar Czapek y
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de las 76 cepas de Aspergillus parasiticus S. que aislaron solo 11 cepas no formaron
esclerocios. La produccién de esclerocios de las especies de Aspergillus es una funcién
de las condiciones del cultivo, las cepas identificadas que son no esclerotiales pueden
producir esclerocios sobre otro medio de cultivo diferente (Cotty, 1988).

Las cepas de Aspergillus flavus L. pueden ser divididas dentro de 2 grupos. Las
cepas “L” producen pocos esclerocios y grandes (>400pm de diametro) y las que
producen esclerocios pequefios son cepas “S” (< 400um de diametro) y producen
muchos esclerocios (Hesseltine et al., 1970,'Saito etal., 1986, Egel ef al., 1994, Cotty y
Cardwell, 1999, Geiser et al., 2000). A las cepas “S” se les ha clasificado como
Aspergillus flavus var. parvisclerotigenus por que forma micro esclerocios (Saito y
Tsurata, 1993). En esta investigacion todas las cepas de A. flavus L. aisladas que
presentaron esclerocios entran dentro de las cepas “L”, ya que sus esclerocios
midieron mas de 400 pym, pero se observé que el nimero de esclerocios varié entre las
cepas, hay cepas que producen muchos esclerocios y otras pocos, con excepcion de la
cepa 14 que fue la Gnica que formé esclerocios pequerios y esta dentro de las cepas
“S”, pero esta no produjo mas aflatoxinas que las de esclerocios grandes (Cuadro 5.2y
5.4). Vaamonde et al. (2003) aislaron diferentes cepas de A. flavus L. en Argentina y

todas sus cepas formaron esclerocios pequenos, pero no encontraron cepas de A.
flavus L. con esclerocios grandes.

A. flavus L. present6 conidios con un diametro que varié de 3.96 um a 4.92 um
(Cuadro 5.2). En A. parasiticus S., el diametro varié de 4.44 ym a 5.4 um (Cuadro 5.3).
En cuanto al tamafio de los conidios, lacepa 29 ( A. parasiticus S.) fue la que tuvo el
mayor tamaio de los conidios, midiendo 5.4 pm y las cepas con los conidios mas
pequenfios fueron las de Aspergillus flavus L. 8, 18 y 25 con un tamafo de 3.96 pm
(Cuadro 5.2 y 5.3). Los conidios de algunas cepas de A. parasiticus S. son mas grandes
que los conidios de las cepas de A. flavus L. Klich y Pitt (1988) mencionan que la
dimensioén de los conidios de A. flavus L. son de 3 a 6 pm de diametro y ésta es una de

las caracteristicas que se deben tomar en cuenta para su identificacion. A. flavus L. se
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distingue por presentar cabezuelas radiadas, biseriadas y monoseriadas y A.

parasiticus S. presenta cabezuelas radiadas y monoseriadas (Cuadro 5.2 y 5.3).

Horn et al. (1996) aislaron diferentes cepas de A.flavus L. y A.parasiticus S. y
observaron que las cepas de A. parasiticus S. producian mas aflatoxinas que A.flavus
L.y el 90% de las cepas de A. flavus L. y A. parasiticus S. eran productoras de
aflatoxinas, pero en esta investigacion encontramos que no hay diferencias
significativas en la produccion de aflatoxinas entre A. flavus L. y A, parasiticus S. como
especie. La variabilidad estd dada por las cepas en cada especie. La variabilidad
aportada por las diferencias entre cepas fue de 98% en medio liquido de arroz (Cuadro

A-3) y la variabilidad de las cepas en maiz inoculado con ambas especies fue de 94%
(Cuadro A-4).

En el analisis de varianza y en la comparacion de medias en medio liquido de
arroz y en maiz, se encontraron diferencias significativas en la produccion de
aflatoxinas entre las cepas de A. flavus L. (Cuadros 5.4 y 5.6). La cepa de A. flavus L.
28 sintetizd los niveles mas altos de aflatoxinas en granos de maiz, mientras que la
cepa 27 registré niveles menores (Cuadro 5.6). En cambio, en medio de cultivo liquido
con arroz, fue diferente la produccion de aflatoxinas de cada una de las cepas, en este
medio la cepa 25 de A. flavus L. fue la mas productora y la menos productora de
aflatoxinas fue la cepa 35 (Cuadro 5.4). Es importante mencionar que en medio sélido
(granos de maiz) hubo mayor produccién de aflatoxinas que en medio liquido, esto se

debié a que los tiempos de almacenamiento fueron diferentes para ambos medios y
cada sustrato es diferente en su composicion quimica.

Los trabajos realizados han demostrado que el arroz es un excelente sustrato
para la produccion de aflatoxinas (Hesseltine et al., 1966; Shotwell et al., 1966). En
este trabajo se encontraron cepas que no producen aflatoxinas tanto en medio liquido
con arroz como en grano de maiz y fueron las cepas de A. flavus L. 3, 10,12, 17, 20,30,
33, 37 (Cuadro 5.4 y 5.6) y las cepas de A. parasiticus S. 22, 26, 29 (Cuadro 5.5y 5.7).
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La cepa de A.flavus L. 23 (Cuadro 5.4) y la cepa de A .parasiticus S. 27 (Cuadro5.5) no
sintetizaron aflatoxinas en medio liquido con arroz, sin embargo en maiz si produjeron
aflatoxinas, aunque en poca cantidad (Cuadro 5.6 y 5.7), tal vez necesitaban mas
tiempo para que formaran aflatoxinas o el maiz tiene algan nutriente indispensable para
que puedan producir la toxina. Las cepas de A. parasiticus S. son tipicamente
aflatoxigénicas, producen AFB y AFG. Las cepas de A. parasiticus S. no toxigénicas
son extremadamente raras (Vaamonde ef al., 2003). Las cepas nativas no
aflatoxigénicas pueden ser organismos de interés para el desarrollo de estrategias de
biocontrol para reducir la contaminacién de aflatoxinas como se mencion6
anteriormente en la revision de literatura. Igualmente pueden ser utiles para estudios de

biologia celular comparativos entre cepas productoras y no productoras de aflatoxinas.

El porcentaje de las cepas productoras de aflatoxinas de A. flavus L. y A.
parasiticus S. es de 63% y el 37% son cepas no productoras de aflatoxinas (Cuadro
545556 y5.7). Enlas cepas de la especie A. flavus se enconiré que el porcentaje
de cepas productoras de aflatoxinas es de 70% y el 30% corresponde a las no
productoras de aflatoxinas (Cuadro 5.4 y 5.6). Estos resultados concuerdan con los
obtenidos por Zenteno (1971). En las cepas de la especie A. parasiticus S. se tuvo un
57% de cepas productoras y 43 % de cepas no productoras de aflatoxinas (Cuadro
5.5y 5.7). El 45% de las cepas de A. flavus L. aisladas en el campo son no productoras
de aflatoxinas, mientras que pocas cepas de A. parasiticus S. aisladas en el campo son
poco productoras, esto fue observado por Harrison et al. (1987).

El porcentaje de cepas aflatoxigénicas puede reflejar diferencias en las técnicas
de cultivo, procedimientos de extraccion, la sensibilidad del analisis de aflatoxinas, etc.
Sin embargo este porcentaje puede ser debido en una minima parte a las diferencias
geograficas y climaticas (Okasaki et al., 1992).

En el Cuadro 5.6 y 5.7 se observa que el porcentaje de germinaciéon de los
granos de maiz AS-910, disminuyé mas en donde se inocularon las cepas de A. flavus
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L. y A. parasiticus S. en comparacion con el testigo, este tuvo una germinaciéon de 61.33
% y la germinacibn mas alta en maiz inoculado fue con la cepa 24 (A. parasiticus S.)
con un porcentaje de germinacion de 31.7% (Cuadro 5.7) y el valor menor fue de 5.6 %
para el maiz inoculado con la cepa 35 A. flavus L. (Cuadro 5.6). En estos resultados

observamos que el desarrollo del hongo en el maiz afecta su germinacion a los 30 dias
de almacenamiento.

En cuanto a la humedad del maiz inicialmente era de 18% aproximadamente y a
los 30 dias de almacenamiento se mantuvo muy similar a la humedad inicial, se observé
que no hay diferencia estadistica entre las humedades del maiz inoculado con las
cepas de A. flavus L., A. parasiticus S. y el testigo, por lo que las cepas inoculadas en
maiz mantuvieron las mismas condiciones de humedad y temperatura para la
produccion de aflatoxinas (Cuadro 5.6 y 5.7).

Al realizar el analisis por cromatografia de capa fina (Cuadro 5.8) para
determinar el tipo de aflatoxina que forma cada cepa de A. flavus L. y A. parasiticus S.,
encontramos que todas las cepas producen mayor cantidad AFB1 en comparacién con
AFB2. Algunas cepas de A. flavus L. solo formaron AFB1 en maiz. Hay cepas de A.
flavus L. que producen AFB1 y solo trazas de AFB2. Zenteno (1971) aislé 9 cepas de 2
regiones de México y encontré que las cepas de A. flavus L. producian solo AFB1 en
maiz amarillo y blanco. Egel et al. (1994) mencionaron que los aislamientos tipicos de
las cepas ‘L’ (esclerocios grandes) pueden producir solamente aflatoxinas B o no
producir ninguna aflatoxina, mientras que todas las cepas de A. flavus L. “S”

(esclerocios pequenos) producen relativamente grandes cantidades de aflatoxinas.

En este trabajo las cepas de A. flavus L. formaron AFB1 y AFB2 en el maiz. Las cepas
de A. parasiticus S. que son productoras formaron AFB1 y AFB2, pero no se detect6
produccion de AFG1 y AFG2. Geiser et al. (2000) dividieron a las cepas de A. flavus L.
que producian AFB1 y AFB2 , pero que no producen AFG1y AFG2 en el grupo | y las
cepas que produjeron AFB1, AFB2, AFG1y AFG2 pertenecen al grupo Il. Las cepas de
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A. flavus L. aisladas en una amplia area geografica de Estados Unidos, presentaron
las siguientes caracteristicas: las cepas “S” produjeron altos niveles de aflatoxinas y
presentaron menos variacion en la produccién de AFB1, mientras que las cepas “L”
fueron mas variables en su produccion de aflatoxinas; hubo mayor variacién en la

producciéon de acido ciclopiazonico en las cepas “L” que en las cepas “S “(Horn y
Dorner, 1999).

La produccién de aflatoxinas en los tres contenidos de humedad del maiz fue
diferente (Cuadro 5.9), observandose que en la humedad de 17% (inicial) hubo mayor
produccion de aflatoxinas, ya que es una de las humedades optimas para la
produccion de aflatoxinas en maiz, a diferencia de la humedad de 15.5 y 16% (iniciales)
(Cuadro 5.11, 5.12 y 5.13). Se observé que las humedades deseadas a 15.5, 16.0y la
de 17% no se pueden mantener por largos periodos de almacenamiento, ya que al
desarrollarse los hongos aument6é el contenido de humedad del maiz en un 1%

aproximadamente mas que el que se tenia inicialmente (Cuadro 5.16, 5.18,5.19 y
5.20).

En el Cuadro 5.16 se observ6 que el contenido de la humedad inicial aumento6
un 1% a los 30 dias de almacenamiento en 15.5, 16 y 17%. El contenido de humedad
se mantuvo muy parecido a los 60 y 90 dias de almacenamiento, por lo que no hubo

diferencias estadisticas en cada contenido de humedad de la semilla de maiz.

La mayor produccion de aflatoxinas fue a los 60 dias de almacenamiento
(Cuadro 5.9y 5.10), tanto en las cepas de A. flavus L. como en las cepas A. parasiticus
S. y alos 90 dias disminuy6 la cantidad de aflatoxinas. Esto tal vez se debe a que estas
son metabolizadas por el hongo productor, probablemente como un mecanismo para
regular los niveles de aflatoxinas. A los 30 dias de almacenamiento hay poca
produccién de aflatoxinas, la cepa de A. flavus L. 35 y la cepa de A. parasiticus S. 36
fueron las que produjeron mayor cantidad de aflatoxina (Cuadro 5.10).

118



A los 30 dias de almacenamiento la cepa de A. flavus L. 25 (Cuadro 5.11 y
Figura 5.3) considerada como altamente productora, no tuvo produccién de aflatoxinas
en las humedades de 15.5 (0.80 aw), 16 % (0.85 aw), pero en 17% (0.90 aw) tuvo una
minima produccion de aflatoxinas en maiz y esto mismo ocurrié con la cepa de A.
parasiticus S. 24 medianamente productora de aflatoxinas, esto tal vez se debe a que
estas dos cepas requieren mayor contenido de humedad para la produccion de

aflatoxinas, ya que en medio liquido hubo mayor produccion de aflatoxinas.

En maiz se ha encontrado que la minima actividad de agua para producir
aflatoxinas por A. flavus L. son 0.86 y 0. 87aw en una temperatura de 25 y 30°C
respectivamente ( Hunter, 1969, Montani et al., 1998). En trigo fue de 0.82 aw en una
temperatura de 30 a 40° C y a la actividad de agua de 0.88 en una temperatura de 25°C
(Niles et al., 1985). En cacahuate, A. flavus L. requiere una actividad de agua minima
de 0.86 para producir aflatoxinas, en una temperatura de 30°C; en pistache requiere
0.88 aw y una temperatura de 29°C; en coco la actividad de agua minima para la
produccion de aflatoxinas es de 0.89 en una temperatura de 30°C (Denizel et al., 1976;
Diener y Davies, 1977; Koeheler et al,, 1985). Actualmente se sabe que la minima
actividad de agua que requiere A. flavus L. para crecer es 0.78 y para producir las
aflatoxinas es de 0.83 aw. Pero para A. parasiticus S. la minima aw para crecer es de
0.70 y para producir aflatoxinas es de 0.80 aw (Gimeno, 2003).

En el Cuadro 5.12 y en la Figura 5.3 podemos observar que la cepa A. flavus L.
25 alos 60 dias de almacenamiento si produjo aflatoxinas en el contenido de humedad
de 15.5 (0.80 aw), 16 (0.85 aw) y 17% (0.90 aw), en este ultimo tuvo una alta
produccion de aflatoxinas (14,133 ppb), siendo el valor mas grande en los tres tiempos
de almacenamiento, esto sugiere que requeria mas tiempo para producir la toxina y una
humedad mayor de 17% (90 aw), la cepa A. parasiticus S. 24 también produjo
aflatoxinas en el contenido de humedad de 15.5 y 17%, pero la mayor producciéon de
aflatoxinas fue en la humedad de 16%. La cepa A. flavus L. 36 en la humedad de 15.5
(0.80 aw) y 16 (0.85 aw) fue la mas productora de aflatoxinas.
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La cepa de A.flavus L. 35 en el contenido de humedad de 15.5 (0.80 aw) fue la
de mayor produccién de aflatoxinas a los 90 dias de almacenamiento ( Cuadro 5.13 y
Figura 5.3). La cepa de A. parasiticus S. 36 en el contenido de humedad de 16%
(0.85aw) fue la que presentdé mayor produccion de aflatoxinas. La cepa de A. flavus L.
tiene una produccion mas alta de aflatoxinas que las cepas de A. parasiticus S. en el
contenido de humedad de 17% (0.90aw). Nuestros resultados concuerdan con los
obtenidos por Pitt y Miscammble (1995) quienes estudiaron el crecimiento de las
colonias de A. flavus L. sobre un medio de extracto de malta regulando la actividad de
agua con glucosa y fructosa. Ellos encontraron que la minima actividad de agua para el

crecimiento de A. flavus L. fue de 0.82, 0.81 y 0.80, en temperaturas de 25, 30 y 37°C
respectivamente.

Abellana et al. (2001) reportaron que dos cepas de A. flavus L. no se
desarrollaron en una actividad de agua de 0. 75, 0.80 y 0.85, en temperaturas de 15, 20
25 y 30°C. En la actividad de agua de 0.90 se desarrollaron muy rapido en las
temperaturas mencionadas anteriormente, mencionan que el sustrato es también
importante para el desarrollo de este hongo (El Gendy, 1980; Sharma et al., 1994)). En
nuestros resultados podemos observar que A. flavus L. y A. parasiticus S. pueden

crecer en una actividad de agua de 0.80 (contenido de humedad de 15.5%) en una
temperatura de 27°C y puede producir aflatoxinas.

Las cepas de A. flavus L. 35 (medianamente productora) y la cepa de A.
parasiticus S. 36 (altamente productora) tienen produccion de aflatoxinas a los 30, 60 y
90 dias de almacenamiento en las humedades de 15.5 (0.80 aw), 16 (0.85 aw) y 17
(0.90 aw) (Cuadro 5.11 y Figura 5.3), por lo que estas cepas requieren menor
contenido de humedad para producir aflatoxinas, pero producen mayor cantidad de esta
en 17%. La cepa 36 requiere menor contenido de humedad para producir mayor
concentracion de aflatoxinas (Cuadro 5.12). Bresler et al. (1998) mencionaron que A.
parasiticus S. para producir aflatoxinas en amaranto, requiere la minima actividad de

agua era de 0.82, en soya este hongo requiere una actividad de agua minima de 0.85
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(Fernandez et al., 1991). En medio de cultivo de agar extracto de malta glicerol el hongo
requiere una actividad minima de 0.83 y en un medio de cultivo de agar extracto de
malta sacarosa la minima actividad de agua para la produccién de aflatoxinas fue de

0.91. En frijol la actividad minima de agua para producir aflatoxinas es de 0.85 en una
temperatura de 26 °C (Trucksess et al., 1988).

Las cepade A. flavus L. 37 y la cepa de A. parasiticus S. 26 (Cuadro 5.11, 5.12,
5.13 y Figura 5.3) no sintetizaron aflatoxinas en maiz a ningun nivel, del contenido de
humedad y en los tres tiempos de almacenamiento, Esto tal vez se debe a que estas
cepas carecen de una o varias de las enzimas de la ruta biosintéica de las aflatoxinas.

Todas las cepas no aflatoxigénicas acumulan O-metil esterigmatocistina, un precusor
de la aflatoxina B1 (Horn ef al. 1996).

En el Cuadro 5.14 se observo que el porcentaje de germinacién es menor en las
semillas inoculadas con A. flavus L. y Aspergillus parasiticus S. en comparacion con el
testigo. El porcentaje de germinacion a los 30 dias de almacenamiento fue mayor que
el porcentaje de germinacion a los 60 y 90 dias en los contenidos de humedad de 15.5,

16 y 17%. El porcentaje de germinaciéon fue de 0% en el contenido de humedad de
17% a los 90 dias de almacenamiento en el maiz.

En el Cuadro 5.15 podemos observar que a los 30 dias de almacenamiento la
cepa que mas afect6 la germinacion fue A. flavus L. 37 y la que menos afect6 fue A.
flavus L. 25. A los 60 dias el porcentaje de germinacion menor fue en el maiz que se
inoculé con la cepa A. flavus L. 24 y a los 90 dias la cepa que mas afect6 la
germinacion del maiz fue A. parasiticus L. 36. En el testigo a los 30 dias de
almacenamiento el porcentaje de germinaciéon fue menor que en las cepas inoculadas
en maiz con A.flavus L. y A. parasiticus S., esto fue porque se contaminé con
Aspergillus glaucus y éste afecté6 en mayor grado su germinacion. A los 60 y 90 dias
hay mayores diferencias estadisticas en el porcentaje de germinacion de la semilla de

maiz que a los 30 dias. La sintesis de nuevas proteinas por el embrion de la semilla de
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maiz tiene un papel importante en la resistencia. En maices resistentes hay baja
produccién de aflatoxinas en comparacién con los maices susceptibles, los altos niveles

de las proteinas antifungales constitutivas de los granos de maiz son indispensables
para la resistencia a A .flavus L. (Chen et al., 2001)

En la Figura 5.4 el porcentaje de germinacion es mayor en el contenido de
humedad de 15.5% a los 30 dias de almacenamiento, esto se debe a que esta
humedad no afecta la viabilidad de la semilla y los hongos crecen mas lentamente. En
la Figura 5.5 y 5.6 podemos observar que en la humedad de 17% a los 60 y 90 dias el
porcentaje de germinacion es cero, esta humedad afecta mucho la germinacion de los
granos de maiz y hay mayor desarrollo de los hongos causando calentamiento, estos
generalmente atacan al embrién y el grano o semilla muere. El porcentaje de
germinacion en el testigo siempre fue mayor en los tres contenidos de humedad y en
los tres tiempos de almacenamiento, ya que el desarrollo de Aspergillus flavus L. y
Aspergillus parasiticus S., asi como la produccion de aflatoxinas afectan la germinacién
de los granos de maiz, estos resultados concuerdan con lo reportado por Lopez (1966).
Arachchi et al, (1999) reportaron que una temperatura de mas 28°C reduce la
germinacion de los granos de maiz de 100% hasta 0%. En el campo se reduce la
emergencia de las semillas a temperaturas de alrededor de 24°C. Las altas

temperaturas y humedades causan un envejecimiento en las semillas o granos.

En el Cuadro 521 se observa que a temperatura de 34°C hubo mayor
produccion de aflatoxinas a los 8, 16, y 24 dias de almacenamiento en comparacion con
las temperaturas de 20 y 27°C. En la temperatura de 20°C hubo poca produccion de
aflatoxinas. Schindler et al. (1967) reportaron que A. flavus L. no produce aflatoxinas
en las temperaturas de 2, 7, 41, 46 y 52°C. A. flavus L. crece mucho a 41°C, pero sin
produccion de aflatoxinas. Esta ausencia de la produccién de aflatoxinas a 41°C a
diferencia de las temperaturas 6ptimas de crecimiento comparadas con esa produccion
de las dos cepas puede indicar una diferencia en la in activacion de la enzima de

crecimiento y produccién de aflatoxinas debido a la temperatura (Sorenson et al., 1966).
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Los cambios en la proporciéon de la produccion de AFB1 y AFG1 en ciertas

temperaturas, han indicado la influencia de la temperatura sobre la biosintesis de las
dos aflatoxinas.

Aspergillus flavus L. crece a la temperatura minima de 10°C, su temperatura
optima de crecimiento es de 30 a 35°C y a la maxima temperatura que puede crecer es
a 48°C, por lo que se considera que es termo tolerante (Wareing, 1997).

Sorenson et al. (1966) reportaron que las temperaturas optimas para la
produccién de ambas AFB1 y AFG1 es en una temperatura de 28°C. La produccion de
AFB1 fue comparable a los 32°C, pero fue menos considerable para AFG1, ya que fue
baja la produccion en esta temperatura. Ambas AFB1 y AFG1 fueron encontradas en
menores cantidades a temperaturas por arriba de los 32°C, en las temperaturas de
28°C a 15°C el resultado de la produccién de aflatoxinas fue menor, pero detectaron
100 ppb de B1 en cultivos incubados por 3 semanas a 11°C. No hubo produccion de
aflatoxinas a 8°C. La proporcion de las cuatro aflatoxinas es afectada por la
temperatura. En las bajas temperaturas, igual cantidad de aflatoxinas AFB1 y AFG1
fueron detectadas, a los 28°C aproximadamente en cuatro tiempos hubo mucha

produccion de AFB1 y AFG1. A altas temperaturas las cantidades menores de AFG1
fueron producidas a 37°C.

Se realiz6 la identificacion por cromatografia de capa fina de las aflatoxinas
(Cuadro 5.8) que producen las cepas de A. flavus L. y A. parasiticus S. En el
experimento con humedades en las cepas de A flavus L. 25 y 35, asi como las que
producen las cepas de A. parasiticus S. 36 y 24 en las diferentes humedades 15.5, 16y
17%, se observé que hay produccion de AFB1 y AFB2. También se identifico el tipo de
aflatoxina que formaron las cepas en las diferentes temperaturas de 20, 27 y 34°C, las
cepas formaron B1 y B2 (datos no mostrados), lo cual nos dice que estas temperaturas
no afectan para que se produzca B1 y B2, en este trabajo no se detecté AFG1y AFG2,

esto se debe tal vez a que la cepa no las produce, o en maiz generalmente no se
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producen estas dos toxinas o si hay produccion son en cantidades minimas y por este
método no las podemos detectar.

La cepa de A. parasiticus S. 24 fue la que produjo mayor cantidad de aflatoxinas
en la temperatura de 20, 27 y 34 °C a los 8 dias de almacenamiento, las cepas de A.
flavus L. 25 , 35 y la cepa de A. parasiticus S. 36 no produjeron aflatoxinas en la
temperatura de 34 °C. Las cepas 25, 36 y 35 producen muy poca aflatoxina en la
temperatura de 20 y 27°C ( Cuadro 5.23 y Figura 5.7).

En el Cuadro 5.24 y en la Figura 5.7 la cepa A. parasiticus S. tiene una
produccion mayor de aflatoxinas en la temperatura de 20 y 34 °C, pero en la
temperatura de 27°C es casi cero la produccion de aflatoxinas, parece que ocurrié
biotransformacién de la aflatoxinas, ya que disminuyd mucho a los 16 dias de
almacenamiento en comparaciéon con la produccion de aflatoxinas a los 8 dias de
almacenamiento. En la temperatura de 20 °C no hubo produccién de aflatoxinas,
excepto en la cepa 24. En la temperatura de 27°C la cepa de A. parasiticus S. 36 fue
la de mayor produccién de aflatoxinas, le siguen las cepas de A. flavus L. 25 y 35. La

cepa de A. parasiticus S. 36 si produce aflatoxinas a los 34°C y en muy poca cantidad
la cepa de A. flavus L. 25.

A los 24 dias de almacenamiento la cepa con mayor producciéon de aflatoxinas
en maiz fue la cepa 24, las cepas de A. flavus L. produjeron aflatoxinas en las
temperaturas de 20 y 27, pero en 34 °C no se detectaron aflatoxinas. Las cepas de A.
parasiticus S. produjeron aflatoxinas en las temperaturas de 27 y 34°C. La cepa de A.
parasiticus S. 24 tiene mejor produccion de aflatoxinas en maiz a los 34°C (Cuadro
5.25y Figura 5.7) .

Las cepas de A. flavus L. 37 y A, parasiticus S. 26 no producen aflatoxinas en
las tres temperaturas y en los tres tiempos de almacenamiento (Cuadro 5.23, 5.24, 5.25
y Figura 5.7). En el testigo no hubo presencia de aflatoxinas.
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El porcentaje de germinacion de los granos de maiz no disminuyé en la
temperatura de 20 °C a los 8, 16 y 24 dias (Cuadro 5.26), esta temperatura favorece
que los granos no pierdan su germinacion y se conserven por mas tiempo y el
desarrollo de Aspergillus flavus L. y de Aspergillus parasiticus S. es mas lento. Al

aumentar la temperatura el porcentaje de germinacion disminuy6, sobre todo en la
temperatura de 34 °C.

En el Cuadro 5.26 se observo que el porcentaje de germinacion fue menor a los
24 dias de almacenamiento, la cepa que mas afect6 la germinacion fue la cepa A.
parasiticus S. 26. En el testigo se mantuvo un buen porcentaje de germinacion a los 8,
16 y 24 dias de almacenamiento (Cuadro 5.27). El porcentaje de germinacién no
diminuyé en las temperaturas de 20 y 27 °C a los 8 dias de almacenamiento, pero en la
temperatura de 34 °C decreci6 mucho el porcentaje de germinacion en el maiz
inoculado con las cepas de A. flavus L. 25 y 35 (Figura 5.8).

A los 16 dias de almacenamiento el porcentaje de germinacion del maiz se
mantuvo alto en las temperaturas de 20 °C y 27°C (Figura 5.9). El porcentaje de
germinacion fue de cero en el maiz inoculado con las cepas A. flavus L. 25, 35 y A.
parasiticus S. 26 en la temperatura de 34°C. Las cepas 24 y 37 no afectaron tanto la
germinacion del maiz. Duke y Douglas (1996) reportaron que el estrés por calor causa
un decremento en el rendimiento del grano y se incrementa la susceptibilidad del maiz
a A. flavus L. y hay produccioén de aflatoxinas. El estrés por calor puede afectar la
expresion de los genes en el desarrollo de los granos, por lo tanto se afecta la actividad
de las enzimas. Ellos sugirieron que el estrés por calor inhibe la actividad de las
proteinas que se inducen en la patogenicidad en los granos, en la temperatura de
25°C, observaron que se producia la quitinasa, pero en temperaturas de 35°C es
inhibida su actividad. El estrés por calor inhibe la induccion de las proteinas

relacionadas en la patogénesis en los granos de maiz y por lo tanto son invadidos por
el patégeno.
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En la Figura 5.10 se vi6 que el porcentaje de germinacion continu6 siendo alto a
20°C, a los 24 dias de almacenamiento. A los 27°C ya disminuy6 el porcentaje de
germinacion y en la temperatura de 34°C el porcentaje de germinacién disminuy6 hasta

cero en las que se inocularon las cepas 25, 35y 26. La cepa 36 también afect6 mucho
el porcentaje de germinacion.

En el Cuadro 5.28 se observé que el contenido de humedad del maiz se mantuvo mas
estable a la temperatura de 20° Cy 27°C , que a la temperatura de 34°C, esto se debe
a que al poner el maiz en una camara humeda con cloruro de potasio y agua a 34°C
disminuye la humedad relativa y por lo tanto la humedad de los granos de maiz
disminuyd de 17% (0.85 aw) hasta un 15% (0.75 aw) del contenido de humedad. Es
importante senalar que en esta humedad de 15% que corresponde a una actividad de
agua de 0.75, las cepas de A. parasiticus S. tuvieron una alta produccién de
aflatoxinas en la temperatura de 34°C, anteriormente se mencioné que para producir
aflatoxinas la minima que se conocia era de 0.80 aw. A los 8 y 24 dias de
almacenamiento la humedad se mantuvo muy similar y no hubo diferencias estadisticas
entre ellas, pero a los 16 dias de almacenamiento hubo diferencias estadisticas entre
las cepas de A. flavus L. 25 y 37. En el Cuadro 6.1 observamos que en los trabajos
realizados por otros autores reportaron diferente produccion de aflatoxinas en A. flavus
L. y A. parasiticus S. en diferentes sustratos, tiempos, temperaturas y cepas, al igual

que en esta investigacion la produccién de aflatoxinas varia de una cepa a otra aun en
el mismo sustrato.

Es muy importante la humedad y la temperatura para la produccion de
aflatoxinas de A. flavus L. y A. parasiticus S., por esto se deben tomar en cuenta estos
dos factores ambientales en el almacenamiento de las semillas o granos para evitar la
contaminacion de aflatoxinas y pérdidas econémicas, sobre todo si la semilla o grano se
va almacenar por periodos largos, ya que muchos hongos pueden crecer en
contenidos menores que los que requieren A. flavus L. y A.parasiticus S., por esto al
pasar el tiempo se incrementa el contenido de humedad y esto ocasiona que se
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empiecen a desarrollar A. flavus y A. parasiticus. No se puede establecer una
temperatura o humedad igual para la produccion de aflatoxinas, ya que cada cepa tiene

un comportamiento diferente en la produccion de aflatoxinas y sus requerimientos
varian en cada una de ellas.

Cuadro 6.1. Producciéon de aflatoxinas de A. flavus y A. parasiticus en diferentes
temperaturas y sustratos en trabajos realizados por otros autores.

Especie Medio Dias Temperatura Produccién de Autores
aflatoxinas
A.flavus L. Harinadearroz 7 28°C 314.8ppb Misra y Sinha
(1979)

Czapek 7 28°C 57.2ppb
A.parasiticus S. Arroz 28°C 67ppb Izquierdo, et al. (1995)

fermentado
9 cepas de Harina de Maiz 7 25°C 2-340ppb Zenteno (1971)
A. flavus L. amarillo
9 cepas de Harina de maiz 7 25°C 0.45-567ppb
A. flavus L. blanco
A.flavus NRRL2999  Arroz 2 28°C 278ppb Shotwell et al. (1966)
A.flavus NRRL2999  Arroz 12 28°C 1113ppb
76 cepas de Sacarosa, 7 30°C 140-500pbb Horn et al. (1996)
A.parasiticus S. glucosa
79 cepas de Sacarosa, 7 30°C 0.1-219 ppb
A.flavus L glucosa
A.parasiticus S. Maiz 5 28°C 2. 5ppb Tsai G. e Yu S. (1999)
A.parasiticus S. Maiz 17 28°C 5. 2ppb
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VIl. CONCLUSIONES

Las cepas de Aspergillus flavus Link y Aspergillus parasiticus Speare productora
de aflatoxinas, presentaron las mismas caracteristicas morfolégicas que una
cepa no productora de la misma especie.

En ninguna cepa de Aspergillus parasiticus Speare se presento la formacion de
esclerocios a los 10 dias en medio de Czapek, a diferencia de la especie A.
flavus Link, en que el 77% de ellas formé esclerocios.

Las diferencias en la produccion de aflatoxinas en A. flavus Link y A parasiticus
Speare, estuvieron dadas por la produccion de las cepas o aislamientos de cada

especie. Lo que significa que en ambas especies hay altas y bajas productoras
de aflatoxinas.

La humedad y la temperatura presentaron un efecto importante para la
produccion de aflatoxinas, pero los requerimientos de temperatura y humedad
fueron especificos para cada cepa de Aspergillus flavus Link y de Aspergillus

parasiticus Speare, por esto hubo tanta variacion en la produccién de aflatoxinas
en cada especie.

No se establecié un valor constante de produccion de aflatoxinas para una cepa
ya que participaron varios factores fisicos (temperatura, humedad, pH, etc.),
quimicos (sustrato y nutrimentos) y biologicos (variabilidad genética de la cepa,

la competencia con otros microorganismos) para que se diera la produccion de
aflatoxinas.
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Las cepas de Aspergillus flavus Link produjeron mas aflatoxinas, que las cepas
de Aspergillus parasiticus Speare en grano de maiz con un contenido de
humedad de 18% y en una temperatura de 27° C.

Las cepas de Aspergillus parasiticus Speare producen mas aflatoxinas, que las

cepas de Aspergillus flavus Link en un contenido de humedad de 17% y en una
temperatura de 34°C.

Las cepas de Aspergillus parasiticus Speare tuvieron una alta produccion de
aflatoxinas en el grano de maiz con un contenido de humedad 15% y a una

temperatura de 34°C, a los 16 y 24 dias de almacenamiento, situacion no
documentada a la fecha en la literatura.

La germinaciéon de los granos de maiz se vio afectada tanto por Aspergillus
flavus Link como por Aspergillus parasiticus Speare en los contenidos de
humedad de 16 y 17% y en las temperaturas de 27 y 34°C. En la temperatura de

20°C la germinacion del grano de maiz no disminuy6 y el desarrollo de estos
hongos en estudio fue lento.
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APENDICE

Cuadro A-1. Cuadrados medios del analisis de varianza en la produccién de aflatoxinas en

Medio liquido de arroz, grano de maiz, contenido de humedad y germinacién de los granos
de maiz inoculados con A. flavus L.

F.V. G.lL Produccion de aflatoxinas C.H. Germinacion
Medio liquido Maiz (%) (%)
Cepas
A.flavus L. 31 22.92477213* 35.5676666** | 0.19591448** | 289.2459677**
Error. Exp 64 0.40660810 0.7285290 |0.01923854 14.5937500
C.V. (%) 16.93 16.80 0.76 2144

* **- = Significativo al 5 y 1% de nivel de significancia respectivamente

Cuadro A-2. Cuadrados medios del andilisis de varianza en la produccién de aflatoxinas en
Medio liquido de arroz, grano de maiz, contenido de humedad y gemminaciéon de los
ranos de maizinoculadas con A. parasiticus S.

F.V. G.l. Produccion de afiatoxinas C.H. Germinacién
Medio liquido Maiz (%) (%)
Cepas A. 7 17.74013742* |26.28435246"* |0.30114048" |818.6428571**
parasiticus
Emor. Exp |16 0.20009109 0.36291971 0.06368750 |25.6250000
C.V. (%) 20.86 2212 1.38 19.65

***. = Significativo al 5 y 1% de nivel de significancia respectivamente

Cuadro A-3. Estimacion de los componentes de la varianza de la produccion de aflatoxinas en
medio liquido en las especies Aspergillus flavus L y Aspagmus parasiticus S.

Random Effect Valor de | Componente|E 95% Variabilidad
la varianza de la estandar Limlte Limite Total
varianza minimo maximo
cepail[Especie]&Random |55.226413] 34098.025| 9869.96| 20764.939]| 66128.147 38.221
Residual 617.4224 1.779
Total 34715.447 100.000

Cuadro A4. Estimacion de los componentes de la varianza de la produccion de
aflatoxinas en maiz inoculado con A. flavus L. y A. parasiticus S.

Factor Varianza | Componente |Error 95% 95% Limite |Variabilidad
dela estandar |Limite maximo Total
varianza minimo

cepaifespeciel&Random | 16.6512| 335703.18] 99713.2| 202138.67| 664396.25

Residual 20160.88 5.665

Total 355864.06 100.000
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Cuadro A-5. Cuadrados medios y significancia del analisis de varianza en la produccién de
aflatoxinas en maiz inoculado con cepas de A. flavusL. y A. parasiticus S. almacenado a
tres contenidos de humedad a 30, 60 y 90 dias en una temperatura de 27°C.

DIAS DE ALMACENAMIENTO
F.V G.L. 30 60 90
Humedad 2 3.50625448** 17.02773506™* 0.22251268
Cepas 6 8.73852974** 83.44846185** 12.35231996**
Hum.*Cepa 12 1.16920162** 13.88480632** 0.81697403
E.Exp. 42 0.32762200 1.78197395 0.42503216
C.V.(%) 37.79 32.89 31.52

*** = Significativo al 5 y 1% de nivel de significancia respectivamente

Cuadro A-6. Cuadrados medios y significancia en la germinacién de los granos de maiz

inoculado con cepas de A. flavus L.y almacenado a tres contenidos de humedad (15.5, 16
y 17%) durante 90 dias.

DIAS DE ALMACENAMIENTO

F.V G.L. 30 60 90
Humedad 2 14672.95808081**  9707.41349206* 342536857864
Cepas 6 166.85185185 1929.17989418** 2011.12698413*
Hum.*Cepas 12  759.46069024** 420.34775132** 734.45708874**
E.Exp. 42 83.40476190 76.72222222 10.96825397
C.V.(%) 14.86 44.14 28.69

*** = Significativo al 5 y 1% de nivel de significancia respectivamente

Cuadro A-7. Cuadrados medios del anilisis de varianza del contenido de humedad de los

Granos de maiz inoculado con cepas de A. flavus L. y A. parasiticus S. almacenada en tres
contenidos de humedad, durante 30, 60 y 90 dias.

DIAS DE ALMACENAMIENTO
F.V G.L. 30 60 90
Humedad 2  15.522998745** 14.01267501***  21.75358188**
Cepas 6 0.54083492** 2.36985079** 1.64530317**
Hum.*Cepas 12 0.43704214* 0.68573194** 0.53194307*
E.Exp. 42 0.16480655 0.15133175 0.23866369
C.V.(%) 2.35 2.30 2.84

*** = Significativo al 5 y 1% de nivel de significancia respectivamente
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Cuadro A-8. Cuadrados medios y significancia del analisis de varianza en la produccién de

Aflatoxinas en maiz inoculado con cepas de A.flavus L.y A. parasiticus S., almacenada bajo
tres temperaturas durante 8, 16 y 24 dias a una humedad de 17%.

DIAS DE ALMACENAMIENTO

F.V G.L. 8 16 24
Temp.. 2 0.51714844  13.40979211** 32.44777792**
Cepas 6 5.77055614** 10.94082229** 24.00823450**
Temp..*Cepas 12 0.91594219**  9.89079759** 16.43725540**
E.Exp. 42 0.30256259 0.32520725 0.26499548
C.V.(%) 45.81 31.06 21.68

***. = Significativo al 5 y 1% de nivel de significancia respectivamente

Cuadro A-9. Cuadrados medios y significancia del anilisis de varianza en la germinacién de

Los granos de maiz inoculado con cepas de A. flavus y A. parasiticus, almacenada durante
8, 16 y 24 dias, en tres temperaturas.

DIAS DE ALMACENAMIENTO

F.V G.L 8 16 24
Temp.. 2 7459111111  20314.349206"  24211.619048"
Cepas 6  1405.989418**  2066.582011**  1664.550265*
Temp.*Cepas 12  1560.592593**  1742.867725"  1454.582011**
E.Exp. 42 138.349206 21.714286 40.317460
C.V.(%) 13.71 6.24 9.96

***; = Significativo al 5 y 1% de nivel de significancia respectivamente

Cuadro A-10. Cuadrados medios del andlisis de varianza en la humedad de los granos de

Maiz inoculado con cepas de A. flavus L. y A.parasiticus S., almacenado durante 8, 16 y 24
dias, en tres temperaturas.

DIAS DE ALMACENAMIENTO
F.V G.L. 8 16 24
Temp. 2 12.67834444** 10.64231111** 7.18139048**
Cepas 6 0.10579153 0.26294021** 0.04885714
Temp.*Cepas 12 0.21509630 0.72414259* 0.13807937
E.Exp. 42  0.24449206 0.06384286 0.07392540
C.V.(%) 2.94 1.51 1.59

***. = Signfficativo al 5 y 1% de nivel de significancia respectivamente
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ABREVIATURAS
A. flavus L ;. Aspergillus flavus LinK.
A. parasiticus S : Aspergillus parasiticus Sperae.
AACC: American Association of Cereal Chemists
AFB1: aflatoxinas B1.
AFB2: aflatoxinas B2.
AFG1: aflatoxinas G1.
AFG2: aflatoxinas G2.
AOAC: Official Methods of Analysis of the Association of Official Analytical Chemists.
aw : actividad de agua
C.H : contenido de humedad
°C : grado centigrado (s)
cm : centimetro (s)
g : gramo (s)
HPLC : cromatografia liquida de alta resolucion
hrs : horas
ISTA : Intemational Seed Testing Association
min : minuto (s)
ml : mililitro (s)
mm : milimetro (s)
nm : nanémetros
pH : potencial hidrégeno
ppb : partes por billon.
TLC : cromatografia de capa fina

! : microlitro (s)
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