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EFFECT OF DIFFERENT CHEMICALS ON THF DEVELOPMENT OF
SEVERAL MOULDS FROM STORED GRAINS

SUMMARY

The fungistatic and fungicid effect of differcnt chemicals were proved on several
moulds that invade stored grains. Three kinds of experiments were performed,
sharing spore germination on agar slides and fungal growth on paper disc methods.
The first experiment was related to the activity of boric acid, salicilic acid, eugenol
(1,000, 5,000 and 10,000 p.p.m. respectively), and essential acids of Licaria alata
(12.5, 25 and 50 mg/ml) on spore germination of Aspergillus flavus. In the second
experiment, all of the previous chemical substances were increased to a concentra-
tion of 20,000 p.p.m. and tested on Aspergillus parasiticus, A. candidus and Penici-
llium cyclopium. In the third and last one, the effect of Captan 80 on Aspergillus
flavus, A. candidus, A. ochraceus and A. parasiticus was proved. The different fungal
strains sensitivities toward the chemicals tested are discussed,

RESUMLEN

Se probo el efecto de diferentes sustancias sobre especies de hongos que invaden
granos almacenados. Se llevaron acabo tres experinentos gue comprenden los meé-

todos de germinacion de esporas en purtaol}]t lu-l v crecimicuto en sensidiscos, En
el primer experimento se probo elefeuto del A 1000 0, Gy salivics y cugeinl
en concentraciones de 1,000, 5,000 v 10,000 ppor p aecsies watniales de Licarie
alata a 12,5, 25 y 50 mg/ml sobre la germinacidn do 40000 800 flavws s on ¢ segun-
do experimento se aumentd la dosis a 20,000 pp.m. de todas las sustancias y se pro-

baron para Aspergillus parasiticus, A. candidus y Deaicillium cyclopium, Por ali-
mo se probo el efecto de Captan 80 en Aspergillus flavus, A. candidus, A. ochraceus
y A. parasiticus. Existen diferencias en la sensibilidad de estos hongos para las sus-
tancias usadas,
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INTRODUCCION

Actualmente debido a la gran explosién demogrifica, la necesidad de alimento es
cada vez mayor, por tal motivo se han desarrollado tecnologias para obtener mejor
calidad y mayor cantidad de los productos agricolas, sin em bargo, poco se ha hecho
para lograr una buena conservacion de los mismos, teniendo como resultado consi-
derables pérdidas econémicas.

La forma prictica de conservar granos y semillas libres del ataque de hongos, ha
sido la de mantener condiciones de temperatura y humedad bajas en los lugares de
almacenamiento; no obstante, en las regiones tropicales es dificil tener estas condi-
ciones por lo que es necesario encontrar otras opciones para la buena conservacion
de los granos y semillas,

Moreno y Vidal-Gaona (1981) probaron el efecto de diferentes fungicidas sobre
Ia viabilidad de semillas de maiz almacenadas en humedad relativa de 859 y tem-
peratura de 26°C, por un periodo de 150 d{as y encontraron que los fungicidas uti-
lizados preservaron el poder germinativo de la semilla tratada en comparacion con la
no tratada. De los productos probados, la mayoria son toxicos para los animales, in-
cluso el hombre, lo cual implica ciertas limitaciones para su uso, por lo que es im-
portante conocer el efecto de nuevos productos en contra de hongos de alamcén y
que ademds retinan el mayor nimero de caracteristicas para scr considerados como
fungicidas efectivos, siguiendo las recomendaciones de Sharvelle (1969).

Hasta la fecha, han sido probados para estos propositos algunos conservadores de
alimentos como: icido propiénico (Kozakiewicz y Clarke, 1973, Kozakiewicz, 1976),
dcido formico y dcido propiénico (Mulinge y Apinis, 1969) y conservex y dcido pro-

piénico (Lappe, 1977), Otra posibilidad para controlar hongos de granos almacena-
dos, seria la aplicacién de sustancias obtenidas a partir de productos naturales, como
es el caso de los aceites esenciales, cuyo efecto fungicida en contra de hongos de cam-
po ha sido probada (Maruzella et al., 1969, French et al., 1978).

El presente trabajo tiene como propésito probar el efecto de diferentes sustancias
en contra de algunas especies de hongos de granos almacenados,

MATERIALES Y METODOS

Preparacion de la suspension valorada de esporas,

Esta suspension de esporas se realizé con la técnica de Sharvelle (1969), utilizan-
do cultivos de Aspergillus flavus, A. parasiticus, A. candidus, A. ochraceus y Penici-
llium cyclopium, desarrollados en cajas de Petri con czapeck-agar durante 10 dias.
La suspensién fue ajustada a 50,000 esporas por ml , anadiendo agua destilada estéril,

Sustancias quimicas probadas.

Fueron utilizadas las siguientes sustancias quimicas en diferentes concentraciones:
dcido bérico, dcido salicilico y eugenol a 1,000, 5,000 y 10,000 p.p.m., 4cido borico,
acido acético, dcido férmico y eugenol a 20,000 p.p.m., Captan 80 a 10, 20 y 40
p.p.m. y los aceites esenciales de Licaria alata a 12.5, 25 y 50 mg/ml.

Técnica de germinacion de esporas en portaobjetos.
Se siguid el método propuesto por Sharvelle (1969), que consiste en poner una
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gota de la suspension valurada de esporas y dos gotas de la concentracion descada
del compuesto a probar, con una pipeta estéril de 5 ml sobre cada una de las exca-
vaciones dcl portaobjetos, utilizando un portaobjetos con tres excavaciones o repe-
ticiones, colocadas dentro de una cidmara himeda, siguiendo la técnica de Nava
(1981), la cual consiste en una caja de Petri de vidrio estéril, en cuyo fondo fue co-
locado un disco de papel filtro himedo con agua destilada estéril; sobre el papel se
colocd un triangulo de vidrio estéril en el que fue puesto el portaobjetos y la caja
fue sellada perfectamente con papel parafilm para evitar el escape de los compues-
tos voldtiles, Estas camaras humedas fueron incubadas a 26°C en un cuarto de
temperatura controlada durante 24 horas. Posteriormente se contd el nimero de
esporas germinadas y esporas no germinadas, cn 6 campos de microscopio optico
con el objetivo de 40X,

Para favorecer la germinacion de las esporas de los diferentes hongos utilizados,
siguiendo a McCallan (1947), fue agregada a cada concentracion de los compuestos
probados 0.1% de papa-dextrosa-agar (PDA), fungiendo esta solucidon como testigo,
asimismo en las diferentes concentraciones probadas de eugenol y aceites esenciales
de Licaria alata fue utilizada una solucién de acetona-agua (1:10 v/v) para obtencr
una mezcla homogénea y disolver cstos compuestos grasosos. En este caso el testigo
contenia solamente la solucién agua-acetona y 0.1% de PDA.

Técnica de sensidiscos. o !
Con cada una de las diferentes concentraciones de los productos quimicos, s¢ im-

pregnaron 9 discos de papel filiro y se adicionaron dmﬁ gotas de la su'spcnsié‘n c.ali-
brada de esporas con pipctas de 5ml. posteriormente fueron transferidos aséptica-
mente tres discos en cada caja de petri, conteniendo medio de czapeck agar con .2(]0#)
de sacarosa. Fucron utilizadas tres repeticiones para cada una de las concentraciones
de los diferentes productos quimicos probados. Esto mismo fue realizaQO parael 'tcs-
tigo al cual se¢ adicionaron dos gotas de agua estéril. Después de 5-1.[} l:ll;as se realiza-
ron los registros con base ¢n el crecimiento positivo, negativo o restringido del hongo.

RESULTADOS Y DISCUSION

Experimento 1

Germinacion de esporas (tabla 1)

1. Acido bérico. Ninguna concentracién fue totalmente inhibitoria. A 10,000 p.p.m.

se obtuvo 3% de esporas germinadas a diferencia del grupo testigo con 40%0.
9. Acido salicilico. Las tres concentraciones usadas (1,000 p.p.m., 5,000 p.p.m. y

10,000 p,p.m.) fueron totalmente inhibitorias, en comparacion con el grupo tes-
tigo con 37Y%. !
. Eugenol. En las tres concentraciones se observé un 0% de esporas germinadas,
4, Aceites esenciales de Licaria alata. Se usaron 12.5 mg/ml, 25 mg/mly 50 mg/ml
las cuales fueron totalmente inhibitorias.

De los resultados se observa que A. flavus presenta cierta tolerancia a las dosis
probadas de acido bérico, siendo esta relacion inversamente proporcional con res-
pecto a la germinaciéon de esporas, a diferencia con el acido salicilico, eugenol ¥
aceites'&senciales de L. alata, con los cuales fue altamente sensible, Esta tolerancia
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TABLA 1

88

S CONCENTRACIONES

CRECIMIENTO EN SENSIDISCOS DE Aspergillus flavus, CON LAS DIFERENTE

DE LAS SUSTANCIAS PROBADAS

mg/ml. Licaria alata

EUGENOL

AC. SALICILICO

AC. BORICO

P.P.M.

12,5

1,000

25.0
50.0

5,000
10,000

TEST.

TESTIGO

CRECIMIENTO SEMEJANTE AL TESTIGO

* = CRECIMIENTO RESTRINGIDO

i

“

al dcido bérico se puede atribuir a que probablemente no’interfiera en las principa-
les vias metabolicas.

Ln las pruebas de dcido salicilico, eugenol y aceites esenciales de L. alata todas
las concentraciones [ueron inhibitorias por lo que seria conveniente probar menores
dosis hasta encontrar la dosis minima inhibitoria.

Experimento I1

Germinacion de esporas (tablas 3 y 4).

La germinacion de esporas de A. candidus, A. parasiticus y P. cyclopium fue to-
talmente inhibida por el 4dcido borico, acido acético, dcido formico y eugenol a 20,000
p.p.m. (tabla 3). Para el caso de los testigos (con PDA al 0.190 y acetona-agua 1/10)
se puede ver el efecto inhibitorio sobre la germinacion de esporas de A. candidus con
89% de germinacion; no asi, para P. cyclopium con el cual resulté ser un estimulante
para la germinacion de sus esporas con 919% de germinacion (tabla 4), este mismo
fendémeno se observa en P. italicum con aceites de citricos (French et al., 1978).

Ixperimento 111

Germinacion de esporas.

Iin 1a tabla 6 sc presentan los resultados del porcentaje de germinacion de esporas
de Aspergillus flavus, A. candidus, A. echraceus y A, parasificus, bajo el efecto de
laptan 80 a 10 p.p.m., 20 p.p.m. y 40 p.p.m. En 4. flavus la germinacién del testi-
go fue de 489%0; a 10 p.p.m. se obtuvo una germinacion de 62% y en la concentra-
¢ién de 20 p.p.m. se encontré una disminucién en la germinacion de 19%o, final-
mente a 40 p.p.m. hubo una completa inhibicion.

En A. candidus en el testigo se encontré una germinacion de 4%, en la concen-
tracién de 10 p.p.m. se obtuvo un 8% de la germinacion. Las otras dos concentra-
ciones 20 y 40 p.p.m. respectivamente, inhibieron por completo la germinacion de
las esporas, kn A. ochraceus la germinacién de esporas en el testigo fue de 32%:;a
10 p.p.n. s¢ obtuvo una germinacién de 12%; en 20 p.p.m. la germinacion fue de
289% y a 40 p.p.m. inhibié en mayor grado aunque no de manera total (3%). En
A. parasiticus hubo una menor germinacién a mayor concentracién, presentandose
una inhibicién total de la germinacion a 20 y 40 p.p.m.

Como se observa en estos resultados ¢l efecto del Captan 80 vario con respecto
a las especies probadas y a las concentraciones a las cuales se aplico siendo A. ochraceus
el mis tolerante. La accién del Captan 80 en relacién a la fisiologfa de los hongos
esta dada por la inestabilidad de los enlaces de los componentes de su molécula, por
lo que éste puede reaccionar con los compuestos sulfidrilos del protoplasma de las
células, provocandose asi, la inhibicién de enzimas importantes en los procesos me-
tabolicos, tal es el caso de la coenzima A (Lukens y Horsfall, 1964).

Por otro lado, se ha mencionado la posibilidad de que al reaccionar el Captan 80
con los compuestos intracelulares, se formen productos que resulten téxicos, ademas
de cambiar la permeabilidad de la membrana, permitiendo asi que sustancias esen-
ciales sean expulsadas al exterior inhibiendo algunos procesos fisiologicos (Thomas
y Hugh, 1962).

Crecimiento en sensidiscos.
En los tres experimentos en todas las concentraciones y en las cuatro especies de
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TABLA 2

PORCENTAJE DE GERMINACION DE ESPORAS DE Asperlgﬂlus flavus BAJO EL EFECTO
DE LAS DIFERENTES SUSTANCIAS PROBADAS

Rk ELIIRIES ACBALICILICO EUGENOL mg/ml. Licaria alata
1,000 34 0 0 125 5
5,{]!00 21 0 0 25.0 b
10,000 L] 0 0 50.0 b
TESTIGO 40 37 33 TEST. 33
TABLA 3
PORCENTAJE DE GERMINACION DE ESPORAS BAJO EL EFECTO DE
’ DIFERENTES COMPUESTOS A 20,000 P.P.M.

ESPECIE AC. BORICO AC. ACETICO AC. FORMICO EUGENOL
Aspergillus parasiticus 0 0 . 0 0
Aspergillus candidus 0 0 0 o
Penicillium cyclopium 0 0 0 o

" & - .
TABLA 4
PORCENTAJE DE GERMINACION DE ESPORAS EN LOS DOS GRUPOS TESTIGO
ESPECIE TESTIGO PDA 0.1% TESTIGO A(;f.l'IE"ON A-AGUA
; o 66 70
Aspergillus parasiticus
Aspergillus candidus 8 4
Penicillium cyclopium 7 91
TABLA 5
CRECIMIENTO EN SENSIDISCOS DE HONGOS DE ALMACEN CON LAS DIFERENTES
SUSTANCIAS PROBADAS A 20,000 P.P.M.

ESPECIES TESTIGO TEST. EUGENOL EUGENOL AC. ACETICO AC. FORMICO AC. BORICO
Aspergillus parasitics + + + + + + + + + + + + + + + + + +
Aspergillus candidus  + + + 4+ 2+ + 4+ 4+ + + + + + + + + + +

FoF o+ o+ o ettt

Penicillium cyclopium + + + + e *  * %

+ =CRECIMIENTO SEMEJANTE AL TESTIGO
* =CRECIMIENTO RESTRINGIDO
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ABLA

Clhiimaaey 2l Ve Thrcme § aad i d ek b

! ) LAspergill .
CON CAPTAN B0 EN DIFERENTES CONCENTRACIONES

A. ochraceus A, flavus A. perasiticus

A. candidus

48 69

31

TESTIGO

18

61

12

10 P.P. M.

19

28

20 P.P.M.

40 P.P.M.

TABLA 7

CRECIMIENTO EN SENSIDISCOS DE Aspergillus flavus, A. candidus, A. ochraceus y A. parasiticus,

TRATADOS CON CAPTAN 80 EN DIFERENTES CONCENTRACIONES

A. flavus A. parasiticus

A. ochraceus

A. candidus

+

TESTIGO

+

10 P.P.M

e

20 P.P.M

+ o+ +

+

40 P.P.M.

hongos se obtuvo un crecimiento positivo (tablas 1, 5 y 7). & excepeion de Penicillium
cyclopium que con eugenol y acido formico en el experimento I1 hubo crecimiento
restringido (Tabla 5).

Este experimento resultd ser poco representativo de los efectos de las sustancias
atin en concentraciones altas. Restos de micelio pudieron iniciar ¢l crecimiento y
dado que se dejaron incubar durante 10 dfas, 1a concentracién pudo haberse dilufdo
tra el hongo. Otra de las causas probablemente fue que
aron y porlo tanto hubo una
concuerda con el trabajo de

hasta nulificar sus efectos con
durante la aplicacién de los compuestos, estos se volatiz
pérdida en la concentracion de los mismos, dato que
Kozakiewicz y Clarke (1973).
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