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Resumen. Aspergillus flavus es un hongo que
infecta diversos alimentos, entre ellos el higo. Se
han utilizado diferentes medios de cultivo para su
aislamiento y crecimiento. El objetivo de esta in-
vestigacion fue evaluar la patogenicidad de 4. fla-
vus crecido en diferentes medios de cultivo sobre
higos. Se incub6 A. flavus en 5 medios de cultivo
(CZAPEK, agar V8, PDA, Dextrosa Sabouraud y
agar de Malta) y de éstos, se realizaron dos sus-
pensiones de esporas (1 x 10*y 1 x 10° Esp mL™").
Los frutos se inocularon y se evalu6 porcentaje de
infeccion y severidad. La cepa desarrollada en me-
dio CZAPEK (1 x 10* Esp mL™") fue la que generd
mayor porcentaje de infeccion (64%), sin embargo,
fue estadisticamente similar al PDA y Agar de Malta
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(53 y 51%, respectivamente). La cepa del medio
PDA (1 x 10* Esp mL"") mostré mayor severidad
(2.4) y fue estadisticamente similar a los medios
evaluados, con excepcion del agar V8. Lo frutos
inoculados con la cepa del agar V8 (1 x 10* Esp
mL") tuvieron el menor porcentaje de infeccion
(24%) y severidad (1.64), siendo estadisticamen-
te diferente al resto de los tratamientos. Las cepas
de A. flavus incubada en CZAPEK y PDA tuvieron
mayor patogenicidad en los frutos de higo.

Palabras clave: Ficus carica, medios de cultivo,
esporulacion, infeccion.

Abstract. Aspergillus flavus is a fungus that infects
various foods, including fig. Different culture me-
dia have been used for their isolation and growth.
The objective of this research was to evaluate the
pathogenicity of 4. flavus grown in different culture
media on fig fruit. 4. flavus was incubated in 5 cul-
ture media (CZAPEK, V8 agar, PDA, Sabouraud
Dextrose, and Malt Agar) and of these, two spore
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suspensions were performed (1 x 10* and 1 x 10°
Esp mL"). The figs were inoculated and the per-
centages of infection and severity were evaluated.
The strain developed in CZAPEK medium (1 x 10*
Esp mL') was the one that generated the highest
percentage of infection (64%), however, it was sta-
tistically similar to the PDA and Malt Agar (53 and
51%, respectively). The PDA medium strain (1 x
10* Esp mL™") showed greater severity (2.4) and
was statistically similar to the evaluated means,
with the exception of V8 agar. The figs inoculated
with the V8 agar strain (1 x 10* Esp mL™') had the
lowest percentage of infection (24%) and severi-
ty (1.64), being statistically different from the rest
of the treatments. Strains of 4. flavus incubated in
CZAPEK and PDA had higher pathogenicity in the
fig fruit.

Key words: Ficus carica, culture media, sporula-
tion, infection

El higo (Ficus carica) es un fruto altamente
perecedero que necesita de un cuidado especial
durante su cultivo, cosecha y almacenamiento; la
temperatura y la presencia de microorganismos
fitopatogenos, son factores que pueden disminuir
su calidad y periodo de vida util (Kong et al., 2013;
Irfan et al.,, 2013). Es un fruto propenso a sufrir
contaminacion por microorganismos, ya que posee
un alto contenido de azlicar y agua, posee una piel
delgada que muchas veces sufre heridas durante su
cosecha y ademas presenta un orificio en su base
denominado “ostiolo” por el cual pueden introdu-
cirse diversos microorganismos (Oliveira et al.,
2009; Souza et al., 2013; Kong et al., 2013; Irfan et
al., 2013). Aspergillus flavus es un hongo de impor-
tancia agrondmica y nutricional, que infecta varios
grupos de alimentos tanto en pre como postcose-
cha, generando pérdidas y ocasionando problemas
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de salud en animales y humanos por la produccion
de toxinas (Accinelli ef al., 2018). En estudios re-
cientes, se ha reportado la presencia de A. flavus
en frutos de higo, lo cual es un problema latente
para la poblacion que consume esta fruta (Carvajal,
2013). En la actualidad, existe un creciente inte-
rés por evaluar métodos de control que reduzcan la
aparicion de este patdogeno en los frutos, para ello
es necesario desarrollar el hongo en condiciones
controladas las cuales garanticen su patogenicidad
asi como su capacidad para infectar frutos, de este
modo los nuevos tratamientos propuestos podrian
ser mas efectivos. Los medios nutritivos son una
herramienta que nos permite cultivar a los hongos
en un medio artificial y poder evaluar su desarrollo.
Para desarrollar hongos del género Aspergillus se
pueden utilizar concentraciones esporas de 1x 10*
y 1 x 10°Esp mL"' (Ramos-Garcia et al., 2012) para
desarrollarse en diferentes medios de cultivo, en-
tre los que podemos encontrar: CZAPEK, PDA,
Dextrosa Sabouraud, Agar V8, y agar de malta,
los cuales presentan composicion variada (Cuadro
1). Estos medios de cultivo se han recomendado
para el estudio de mohos y levaduras, incluso se
ha reportado que los medios a base de extractos
naturales (Agar V8) aumentan la velocidad de cre-
cimiento y esporulacion en comparacion con los
medios de cultivo utilizados convencionalmente
(Gonzalez-Pena et al., 2014). El objetivo de esta
investigacion fue evaluar la patogenicidad de 4.
flavus proveniente de diferentes medios de cultivo
sobre frutos de higo.

Se prepararon 5 medios nutritivos, CZAPEK
DOX, PDA, dextrosa Sabouraud, agar de Malta,
y agar V8 (jugo comercial) y agar bacteriologico,
todos de la marca BD Bioxon, México y se colo-
caron en cajas Petri de 60 x 15 mm. Con la ayuda
de un horadador, se realizaron orificios (Smm) de
la cepa A. flavus (donada por el CEPROBI-IPN),
previamente activada (siete dias antes), la cual se
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Cuadro 1. Composicion de diferentes medios de cultivo para inocular 4. flavus
Medio de Cantidad .
cultivo Componentes (g L) pH Referencia

Sacarosa 30
Nitrato de sodio 2
Fosfato dipotasico 1 7.3 .

CZAPEK Sulfato de magnesio 05 Liofilchem, 2015
Sulfato ferroso 0.01
Agar 15
Extracto de papa 4

PDA Dextrosa 20 5.6 Neogen, 2015
Agar 15
Digerido pancredtico de caseina 5

Dextrosa Digerido péptico de tejido animal 5

Sabouraud Dextrosa 40 36 BD, 2015
Agar 15
Extracto de malta 30

Malta Agar 15 5.5  Neogen, 2017
Jugo de verduras “V8” 160 (mL L")
Sodio 0.093
Potasio 0.6

Agar V8 Azlcar 4.66 5.7  Gonzalez-Pena et al., 2014
Proteina 1.33
Carbonato de calcio 3
Agar 20

sembro en cada medio de cultivo. Las cajas Petri
se incubaron durante 7 dias a 25 = 2 °C. Una vez
que se desarroll6 el hongo en los diferentes medios
de cultivo (8 dias después), se prepararon dos so-
luciones dos esporas; 1 x 10*y 1 x 10° Esp mL-'de
acuerdo a la metodologia de Ramos-Garcia et al.
(2012). Para realizar la inoculacion, los frutos se
enjuagaron durante 10 s con una solucion de cloro
al 1% (v/v), y posteriormente con agua desioniza-
da. Los frutos se secaron a temperatura ambiente
(28 + 2 °C) en bandejas con papel absorbente. Con
ayuda de una aguja de diseccion se realizé una he-
rida en la cara anterior y posterior de los frutos y se
colocaron 10 pL de cada solucion de esporas. Se
evalud la incidencia (% de infeccion) y la severidad
de la infeccion, cuyo indice se determin6 mediante
una escala, donde, 1 = 0 %; 2 = 1-25 %; 3 = 26-
50%; 4 =51-75%y 5 =76-100% de sintomas de la
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enfermedad en la superficie del fruto (Hernandez et
al., 2018). Los frutos se almacenaron durante 4 dias
a temperatura ambiente a 27 + 2 °C. Se utilizaron
90 frutos por cada medio de cultivo dividido en las
2 concentraciones (45 frutos por concentracion) y
se realizo un andlisis de varianza con un método de
comparacion de medias de Tukey (P< 0.05) a tra-
vés del paquete estadistico INFOSTAT (v. 2017).
Los resultados mostraron que en el segundo dia
de almacenamiento, los porcentajes de infeccion
mas altos en el higo se obtuvieron de las cepas pro-
venientes de los medios CZAPEK (31 %) y PDA
(24 %) a la concentracion 1 x 10* Esp mL™', aunque
no se observaron diferencias estadisticas (p<0.05).
En el tercer dia, el medio CZAPEK fue estadisti-
camente diferente al resto de los medios al tener
un 62 % de infeccion. En el cuarto dia, los medios
CZAPEK, PDA y Malta fueron estadisticamente
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similares (p<0.05), al mostrar los porcentajes de
infeccion mas altos al final del almacenamiento
(64%, 53% y 51%, respectivamente) (Cuadro 2;
Figura 1). La cepa proveniente del medio agar V8
fue la que mostré menor porcentaje de infeccion
durante los dias de almacenamiento (4%, 13% y
24%, respectivamente).

En los dias dos, tres y cuatro de almacenamien-
to, se observd el mayor porcentaje de infeccion en
las cepas de 4. flavus a una concentracion de 1 x
10° Esp mL"!, proveniente de los medios Dextrosa
Sabouraud (27, 47 y 51%, respectivamente), CZA-
PEK (20, 42 y 51%, respectivamente) y PDA (13,
38 y 47%, respectivamente), es importante mencio-
nar que se observo similitud estadistica (p<0.05),
en los medios mencionados. Una vez mas el medio
agar V8 fue estadisticamente diferente (p<0.05) al
resto de los medios evaluados, al inducir la menor
incidencia durante el almacenamiento (4, 4 y 36%,
respectivamente) (Cuadro 3). En los resultados
de severidad, se observaron diferencias estadisti-
camente significativas (p<(.05) entre los medios
evaluados. En los dias de almacenamiento dos y
tres, la cepa de A. flavus a una concentracion de 1
x 10* Esp mL"! del medio CZAPEK presentd ma-
yor indice de severidad (1.5 y 2, respectivamente),
seguida de la cepa del medio PDA (1.4 y 1.9, res-
pectivamente) (Cuadro 4), ambos medios fueron
estadisticamente similares. En el dia cuatro de al-

macenamiento, la cepa del medio PDA fue la que

Cuadro 2. Efecto de la incubacion en diferentes medios nu-
tritivos y la concentracién de 1 x 10* Esp mL"!
en la incidencia de A. flavus en frutos de higo
almacenados durante 4 dias a 20 + 2 °C.

Incidencia (%)

. . Dias de almacenamiento
Medio nutritivo

1 2 3 4
PDA 0 24¢d 40° 53be
Agar de Malta 0 16> 40° S1be
Dextrosa Sabouraud 0 90 27 44°
CZAPEK 0 314 62°¢ 64¢
V8 0 42 132 242

Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas
(Tukey, p<0.05).

mostré la mayor severidad (2.4); sin embargo, fue
estadisticamente similar (p<0.05) al resto de los
medios, excepto el medio agar V8, el cual mostro
menor severidad durante los dias dos, tres y cuatro
de almacenamiento (1, 1.1 y 1.6, respectivamente).
En general no se observaron diferencias estadisti-
cas significativas (p<0.05) en la severidad de los
frutos de higo inoculados con la concentracion 1
x 10° Esp mL™! de los medio PDA, Agar de Malta,
dextrosa Sabouraud y CZAPEK durante los cuatro
dias de almacenamiento. El agar V8 fue estadisti-
camente diferente al resto de los medios, durante
los dias dos y tres (0.2 y 0.4); sin embargo, en el
dia cuatro, no se observaron diferencias entre los
medio evaluados (Cuadro 5).

Figura 1. Frutos de higo infectados con cepas de A. flavus a una concentracion de 1x10* Esp mL™" al cuarto dia de alma-
cenamiento, provenientes de diferentes medios de cultivo: A) CZAPEK; B) PDA; C) agar de malta; D) dextrosa

sabouraud y E) agar V8.
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Cuadro 3. Efecto de la incubacion en diferentes medios nu-
tritivos y la concentraciéon de 1 x 105 Esp mL"!
en la incidencia de A. flavus en frutos de higo
almacenados durante 4 dias a 20 + 2 °C.

Incidencia (%)
Dias de almacenamiento

Medio nutritivo | ) 3 4

PDA 0 13 38be 472
Agar de Malta 0 16° 310 56°
Dextrosa Sabouraud 0 27¢ 47¢ 51
CZAPEK 0 200 42¢ 5]
V8 0 42 42 36°

Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas
(Tukey, p<0.05).

En esta investigacion el indice de severidad y el
porcentaje de infeccion en los frutos, no se afecta-
ron por la concentracion de la solucion de esporas
de A. flavus, sino por el medio nutritivo utilizado.
Las concentraciones de A. flavus (1 x 10* y 1 x
10° Esp mL") proveniente del medio de cultivo
CZAPEK, mostraron mayor incidencia sobre los
frutos de higo durante todo el almacenamiento.
Barajas-Ontiveros et al. (2009) reportan, que los
medios de cultivo influyen en el crecimiento y en
la germinacion de esporas. Las esporas fungicas
contienen reservas de nutrientes que soportan el

crecimiento por un periodo determinado; sin em-
bargo, esta composicion se puede modificar por el
medio donde se desarrolle y asi afectar su proceso
de germinacion (Hassouni et al., 2007). La cepa
del medio CZAPEC mostro alta incidencia, segui-
do del medio PDA sobre los frutos inoculados con
las concentraciones 1 x 10* Esp mL"! (64 y 53 %,
respectivamente) y 1 x 10° Esp mL" (51 y 47 %,
respectivamente).

Varios autores (Liofilchem, 2015; Cota-Arriola
et al., 2017) han reportado que el medio CZAPEK
favorece el desarrollo de este patogeno, incluso
Luna et al. (2010) afirmaron que en las cepas de
Aspergillus desarrolladas en este medio, se obser-
varon diferencias macroscdpicas (micelio blanco
con pigmento amarillo difundido en el medio) al
compararla con medio PDA (micelio blanco), lo
cual podria garantizar su capacidad de infeccion en
el fruto. Los resultados de la presente investigacion
concuerdan con lo reportado por Cota-Arriola et al.
(2017) y Hassouni et al. (2007), los cuales mos-
traron que hongos del género Aspergillus desarro-
llados en medio CZAPEK tuvieron una mayor ger-
minacion de esporas (6.5 esporas h'') comparado
con los desarrollados en Papa dextrosa y azucar de
bagazo de cafa (5.6 esporas h''). La germinacion

Cuadro 4. Efecto de la incubacion en diferentes medios nutritivos y la concentra-
cion de 1 x 10* Esp mL" en la severidad de A. flavus en frutos de higo
almacenados durante 4 dias a 20 + 2 °C.

indice de severidad

Dias de almacenamiento

Medio nutritivo 1 2 3 4

PDA 1+0.0 1.4+0.8%b 1.9+1.2%b 244+1.5°
Agar de Malta 1£0.0 1.2£06%® 1.6£09%® 21«13
Dextrosa Sabouraud 1£0.0 1.0+£02® 14+£0.7%® 2.1+1.4%®
CZAPEK 1+0.0 1.5+£08¢ 20+09¢ 23+1.1%
V8 1+0.0 1.0+£02° 1.1+04°* 1.6+1.32

Escala de severidad: 1= 0%, 2= 1-25%, 3= 26-50%, 4= 51-75%, 5= 76-100% de infec-

cion en los frutos de higo.

Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas (Tukey, p<0.05).
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Cuadro 5. Efecto de la incubacién en diferentes medios nutritivos y la concentra-
cion de 1 x 10° Esp mL" en la severidad de A. flavus en frutos de higo
almacenados durante 4 dias a 20 + 2 °C.

Indice de severidad
Dias de almacenamiento

Medio nutritivo 1 2 3 4

PDA 1+£0.0 1.1+£0.4% 1.6+09° 20+£1.2°2
Agar de Malta 1+£0.0 1.2+£0.5® 1.5+1.0° 24+14¢
Dextrosa Sabouraud 1+0.0 1.4+£0.7° 1.7+£0.8° 1.9+£09¢*
CZAPEK 1+£0.0 1.2+0.4%® 1.6+£08° 1.9+£09°2
V8 1+£0.0 1.0+02¢® 1.0+04¢ 19+132

Escala de severidad: 1= 0%, 2= 1-25%, 3= 26-50%, 4= 51-75%, 5= 76-100% de infec-

cion en los frutos de higo.

Letras diferentes indican diferencias estadisticas significativas (Tukey, p < 0.05).

de esporas es de vital importancia en la patogenici-
dad del hongo debido a que es la primera etapa del
crecimiento y es indicativo para la adaptacion en
el fruto (Cota-Arriola et al., 2017). El medio Agar
V8, se ha utilizado cuando los medios tradicionales
no desarrollan esporas en los hongos (Mogollon y
Castafo, 2012). Gonzalez-Pena (2014) reportd que
la biomasa producida por el hongo Phytophthora
nicotianae fue mayor en el medio V8, favoreciendo
el crecimiento y la esporulacion. Contrario a esto,
en la presente investigacion, el medio Agar V8 fue
el que mostr6 el menor porcentaje de infeccion al
compararlo con el resto de los medios evaluados.
Esto concuerda con lo reportado McAlpin y Donald
(2005), quienes reportaron que este medio produjo
una baja cantidad de estromas (102) al comparar-
lo con el medio CZAPEK (2672), PDA (2218) y
Agar de Malta (657). El medio Agar V8 contiene
en su formulacion azlcar, carbonato de calcio y
NaCl, componentes que podrian estar influyendo
en su patogenicidad. Reyes-Ocampo et al. (2013),
analizaron el metabolismo de 4. niger en medio s6-
lido y concluyeron que el metabolismo del hongo
del genero Aspergillus se afectd cuando hubo un
incremento de glucosa en la formulacion, ya que la
alta concentracion de glucosa en el medio se indica
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como un factor de estrés osmotico en el microor-
ganismo, lo que genera un mayor gasto energético
y un menor desarrollo, ademas la presencia de otra
fuente de carbono diferente a la glucosa perturba el
metabolismo normal cuando se usa conjuntamente
con ésta. En general los hongos muestran diversas
respuestas metabdlicas, patrones de crecimiento y
estrategias reproductivas, por lo tanto el estrés os-
motico puede reducir su crecimiento al incremen-
tar la tasa de respiracion. Tijerina-Ramirez et al.
(2014) reportan que al utilizar NaCl, KCl y sacaro-
sa en medios solidos, se redujo el potencial osmo-
tico y esto ocasiono la disminucion del crecimiento
y desarrollo de hongo Macrophomina phaseolina,
del mismo modo, se observé que la cepa del hongo
desarrollada en el medio que contenia NaCl, redujo
significativamente su patogenicidad en frijol. Sin
embargo, se ha reportado que el Agar V8 favorece
la expresion de enzimas hidroliticas (Gonzalez-Pe-
fa, 2014), lo que explicaria su similitud estadistica
con el resto de los medios evaluados en la variable
de severidad al termino del almacenamiento.

En conclusion, la cepa de 4. flavus incubada en
los medios de cultivo CZAPEK y PDA, indepen-
dientemente de la concentracion utilizada, indujo la
mayor patogenicidad en los frutos de higo, lo que
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es de interés para futuras investigaciones que eva-
luen métodos de control efectivos contra la inhibi-
cion del crecimiento de A. flavus.
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