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RESUMEN

Las especies del grupo A. Flavus son, cuantitativamente, las mayores pro-
ductoras de aflatoxinas. Se investigan las principales capacidades enzimaticas y ca-
racteristicas morfolégicas de 137 cepas de A. flavus, con el fin de determinar la
existencia de alguna propiedad que permita diferenciar las cepas toxigénicas de las
que no lo son.

Las cepas toxigénicas presentan una incidencia de esclerocios y actividad
proteolitica mayor que las no toxigénicas. Pero en términos generales, las activida-
des medias de ambos grupos son semejantes, sin apenas diferencias significativas.
Tan solo la actividad uredsica es la que difiere significativamente entre los dos gran-
des grupos. No se conoce ninguna referencia bibliogréfica que pueda explicar la im-
portancia que tiene esta actividad, pero quizds pueda ser debida a algun tipo de re-
gulacién metabdlica en la via de sintesis de la aflatoxina.

SUMMARY
Morphological and enzimatic differences between strains of Aspergillus flavus,
producer and no producer of aflatoxins.

Aspergillus flavus species are, quantitatively, the highest aflatoxin producer
strains Known. The morphological characteristics and enzymatic capability of 137
strains of A. flavus are being investigated in order to determine the existence of any
attribute leading to the differentiation of the toxigenic strains from the non toxigenic
ones.

Toxigenic strains present a higher amount of sclerotia and proteolitic activity
greater than the non toxigenic strains. However, the activity of both groups of strains
are generally similar without significative differences between them. Only the urease
activity differs significatively in these groups. There is no bibliographical refference
that could explain the importance of that activity, but it could be attributed to some
type of metabolic regulation in the biosynthesis pathway of the aflatoxin.

* (Catedras de Microbiologia de las E.T.S.1. Agronomos de Valencia y Lérida.
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INTRODUCCION

Los enzimas producidos por hongos
son importantes en la infeccion del hués-
ped, alteracion de alimentos y degradacion
de la materia organica. La deteccion y
comparacion de los enzimas producidos
por varios hongos consumen mucho tiem-
po si los hongos deben ser obtenidos en
cultivos puros y los enzimas aislados. Nor-
malmente se ensayaba la produccion de
enzimas por hongos, triturando el micelio
para actividades enzimaticas (STEVENS
1974). BERKENKAMP (1973) fue el primero
que usé el medio solido para ensayos di-
rectos, en concreto para testar ribonucleasa
en patogenos de plantas.

El uso de medio so6lido permite la lec-
tura de una gran poblacion de hongos con
el fin de investigar la presencia o ausencia
de enzimas especificos.

Puede ser usado también para diferen-
ciar hongos taxondmicamente diferentes
por medios quimicos (HANKIN y ANAG-
NOSTAKIS [975).

El A. flavus, esta considerado como una
especie cosmopolita y tiene ademas la pro-
piedad de producir aflatoxina, que es una
micotoxina cancerigena muy toxica para
los seres vivos.

En el presente trabajo se analizan las
principales capacidades enzimadticas vy
morfoldgicas de 137 cepas de A. flavus, con
vista a notar alguna caracteristica que pue-
da diferenciarnos a las cepas productoras y
no productoras de aflatoxina.

MATERIAL Y METODOS.

Se entiende el término produccion de
enzimas, como la capacidad de sintesis por
el hongo y su actividad en el medio des-
pués que son producidas.

La técnica del medio solido se ha em-
pleado en el estudio de la capacidad pro-
ductora de los enzimas: ureasa, proteasa,
amilasa, DNAasa y lipasa (HANKIN y
ANAGNOSTAKIS 1975 y MALIK 1980). La
siembra de las cepas en los medios APA y
Agar a base de coco, mas la configuracién
por cromatografia en capa fina frente a
standars, es la metodologia seguida para
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detectar la capacidad productora de aflato-
Xinas, :
Los tests realizados en placa petni se
siembran en tres puntos equidistantes, a
partir de una suspension de esporas en
agua destilada y tween 80, procedente de
cultivos crecidos en PDA. Las placas se in-
cuban durante periodos de 4 dias a
28-30°C, tras el cual se determina la activi-
dad enzimadtica, que se toma como la me-
dia de las tres réplicas,

Todos los medios contienen suficiente
sustrato, ademas del que se desea testar
para dar un buen crecimiento del hongo.
Los resultados obtenidos, se someten a un
analisis estadistico utilizando paquetes es-
tadisticos del BMDP de la Universidad de
California, Los Angeles.

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracteristicas Generales

Actividades Enzimaticas

En general se observa una gran varia-
cion con respecto a la produccion de deter-
minados enzimas entre las distintas cepas
ensayadas. DAS y cols. (1979) encuentran
que diversas especies de Gloephyllum
striatum y Polyporus sanguineus producen
cantidades diferentes de enzimas.

Actividad Proteolitica

La actividad proteolitica de las cepas
ensayadas de A. flavus es en general muy
elevada, siendo mayor a la de muchos hon-
g0s superiores, patogenos de plantas, como
especies del género Phytophtora (DAS y
cols. 1979) e incluso saprofiticos como
Trichoderma viride y otras especies de As-
pergillus (HANKIN y ANAGNOSTAKIS
1975). Esta gran actividad enzimatica que
presentan estas especies, era desde hace
mucho tiempo conocida, como lo demues-
tra su utilizacion en la fermentacion de be-
bidas orientales.

Actividad Amilolitica

En principio se creia que todos los hon-
gos presentaban la capacidad de producir
este tipo de enzimas (COCHRANE 1958)



pero investigaciones posteriores nos han
demostrado que existe una gran variabili-
dad, incluso que muchas cepas de algunas
especies son incapaces de producirlas. Las
cepas de A. flavus ensayadas son buenas
productoras de enzimas amiloliticos, y to-
das ellas en mas o menos cantidad, fueron
capaces de producirlas. A pesar que este
género junto a Penicillium y Mucor siem-
pre han sido tedricamente los mayores
productores de estos enzimas, algunas de
sus especies han dado resultados negativos
(HANKIN y ANAGNOSTAKIS 1975).

Actividad Lipolitica

Todas las cepas ensayadas han presen-
tado en mayor o menor cantidad la capaci-
dad de producir lipasas. Generalmente la
gran mayoria de los hongos presenta esta
capacidad (COCHRANE 1958; TRIGIANO y
FERGUS 1979).

Actividad Celulolitica

La celulosa es un carbohidrato abun-
dantemente aprovechable como sustrato,
tanto por los microorganismos saprofitos
como fitopatogenos. Por las capacidades
celuloliticas de las cepas ensayadas, se ob-
tuvo una pérdida media de peso del 3.9%,
ver tabla. Resultados muy similares al
4.16% obtenidos en otras cepas de la mis-
ma especie (MALIK y cols. 1980).

Se ha observado en las cepas estudiadas
gran variabilidad, oscilando entre casi no
utilizar el sustrato con una pérdida de peso
del 0.61% hasta que esta sea del 9.1%, esto
también sucede en otras especies de Pyri-
cularia (SING y KUNENE 1980), Helmint-
hosporium y Ophiobolus (GARRET 1966),
Verticillum (DOMSH y GAMS 1972).

Parece ser que la habilidad de una cepa
en producir celulasas decrece con el tiem-
po que se ha almacenado.

Actividad DNAdsica

Todas las cepas ensayadas han presen-
tado capacidad productora de estos enzi-
mas.

Activida Ureédsica

La capacidad uredsica ha sido muy va-
riable. En lineas generales el grado de acti-
vidad no es muy elevado.

Formacion de esclerocios y exudado por A.
Flavus

Han sido capaces de producir esclero-
cios en mayor o menor cantidad 107 de las
137 cepas ensayadas, y el 39% de éstas fue
capaz de producir exudado.

Los esclerocios suelen distribuirse en la
colonia de modo uniforme si su nimero no
es muy elevado, unos 50. S1 el nimero es
mayor por ejemplo 200 lo hacen con una
aglomeracion en el centro.

Su produccién se ha investigado en me-
dios Czapeck, Agar Glucosa, Agar Extrac-
to de Malta y Agar Patata Glucosada, con
el fin de poder abarcar un nimero de sus-
tratos variados por sus propiedades nutriti-
vas. De todos estos medios el Agar Cza-
peck resultd el mas Optimo para la produc-
cién de esclerocios. Resultados similares
han obtenido en A. flavus (ARMBRECH y
cols. 1963, BENNET y col. 1978, 1979 y
1980).

Diferencias entre cepas productoras y no
productoras de aflatoxina

De las 137 cepas ensayadas, solo 37
han dado el test de aflatoxina positivo,
porcentaje que entra denro de los resulta-
dos normalmente encontrados en otros es-
tudios de caracteristicas similares (FLANNI-
GANy HUY 1976).

A continuacion se trata cada una de las
caracteristicas enzimaticas y morfoldgicas
estudiadas.

Actividad Lipolitica

Tanto las cepas productoras de toxina,
como las que no lo son presentan activida-
des similares, que se puede comprobar tras
la observacion de la Fig. 1. Los resultados
de que las cepas toxigénicas presentan dos
veces mas actividad lipolitica que las no
toxigénicas (TRIGIANO y FERGUS 1979),
no parecen cumplirse en nuestro trabajo.

Actividad Amilolitica

Las cepas no toxigénicas son las que
presentan mas altos valores de actividad
amilolitica. En términos generales las acti-
vidades medias de ambos grupos, son se-

111



mejantes sin apenas diferencias significati-
vas.

Actividad Proteolitica

Es una de las pocas propiedades que
junto con la produccion de esclerocios, las
cepas toxigénicas presentan valores supe-
riores a las no productoras de toxina, las
diferencias son pequefias y por tanto no
significativas. El 74% de las cepas toxigéni-
cas son maximo productoras frente al 9%
de las no productoras.

Actividad Ureasica

Las cepas productoras de aflatoxina
presentan mayor actividad uredsica que las
no toxigénicas. Ademas el 18% de las toxi-
génicas presentan la maxima actividad
frente al 9% de las no toxigénicas.

Esta actividad es la unica de las estu-
diadas en que las diferencias obtenidas a
favor de las cepas toxigénicas muestran un
nivel de significacion del 99%.

Actividad Celulolitica

Al igual que la mayor parte de las ca-
racteristicas estudiadas, los valores de los
dos grupos son muy similares.

La distribucién de las cepas segun esta
actividad se puede observar en la Figura 1.

Capacidad de crecimiento sobre material
celulolitico

El 81% de las cepas no toxigénicas son
capaces de crecer perfectamente en un me-
dio pobre, carente de fuentes de carbono,
frente al 78% de las cepas toxigénicas.
Como se puede ver son resultados muy si-
milares.

Formacidn de esclerocios y exudado

Las cepas toxigénicas presentan una in-
cidencia de esclerocios mayor que las no
productoras de toxina. Las diferencias en-
contradas son suficientemente significati-
vas para afirmar categéricamente que la
produccion de aflatoxina estd unida intrin-
secamente a la presencia de esclerocios.

En algunos estudios sobre los caracteres
morfolégicos y culturales de las cepas de
A. flavus se anoté una posible correlacion
entre la produccion de aflatoxina y de es-
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clerocios. (MAGGON y cols. 1969; MEHAN
y COHAN 1973 y MURAKAMI y cols 1968).

Es decir parece que existe una tenden-
cia de las cepas aflatoxigénicas en producir
esclerocios. BENNET y cols. (1979 y 1980)
y los resultados obtenidos vienen a probar
que no existe esta correlacion.

Posiblemente la produccion simultidnea
de aflatoxina y esclerocios se debe a que
necesita condiciones ecoldgicas similares.
Tanto la formacion de esclerocios como la
produccion de metabolitos secundarios se
produce cuando el periodo vegetativo ha
cesado.

Es importante saber que segin WILSON
(1971), los esclerocios contienen una toxi-
na tremorgénica, todavia no caracterizada
quimicamente, pero diferente de las aflato-
Xinas.

Los A. flavus no productores de aflato-
xina presentan un mayor porcentaje de ce-
pas con exudado, 41% frente al 35% de las
toxigénicas.

Se ha presentado cierta correlacion
(0.40) entre la produccion de exudado y la
produccion de esclerocios por las cepas.
Resultados similares han sido obtenidos
por otros autores (BENNET y col. 1978).
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TABLA

RELACION DE LA CAPACIDAD DE PRODUCIR AFLATOXINAS POR LAS
CEPAS DE A flavus Y OTROS FACTORES

CEPAS A. flavus
Prod. Aflat. No Prd Afl GLOBAL
N.* Cepas 37 100 137
.| A. Lipolitica® 1.25 1.28 1.27 NSt |
% A. Amilolit.? 1.28 1.30 1.29 NS
‘E A. Proteolit.” 54.0 50.8 51.7 NS |
§ | A Uressica® 1.56 103 | 1.42 MS
Z | A Celulolitd 361 4.03 3.92 NS |
Z | A DNAsat 100 100 100 NS
] € | Esclerocios' 1.81 1.52 1.60 NS
Ué Exudado® 35.1 41.0 394 NS
‘ g | Cedioiiento | 78.4 81.0 80.3 NS

a.-Razon entre didmetro del halo y el de la colonia.

b.-Medida en mm. de la profundidad de la licuefaccion del medio.
~Rapidez en producir e viraje de color: 3 = media hora; 2 = | hora; | =entre | y 2 horas; 0 = no se produce.

c.~Pérdida en peso (%) de los papeles de filtro Whatman.

e.~Resultado expresado en porcentaje de cepas con la prueba positiva.
f.—Numero de esclerocios: 3 = > 100; 2 =50-100; 1 = < 50.
g.—Significacion de los resultados: Muy significativo, MS (> 99%); Significativa, S (95-98%); No significativa,

NS (< 95%).
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FIGURA |.-Histograma de tablas de frecuencia de la Produccién de aflatoxinas por cepas de A. flavus: [] No
productoras; {777 Productoras.



