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ESTUDIO DE LA EFICACIA DE CUATRO METODOS DE INOCULACION
ARTIFICIAL CON ASPERGILLUS FLAVUS LINK EX FRIES EN
SEIS GENOTIPOS DE MAIZ (ZEA MAYS L) BAJO CONDICION DE CAMPO

RESUMEN

Cuarre diferenres métodos de inoculacion
fueron probados en seis genotipos de maiz, bajo
condiciones de campo. En todos los casos se aplico
un ml de una suspension de 5 x 107 conidios por
mililitro, usando fvs siguientes métodos: inveccion
con wng agufa hipodérmicd en la parte central de la
mazorea (My), inyeccion en el canal de los estig-
mas Mo). deposicion del inoculo sobre una sec-
cion de la mazorca herida con agujus (M3} ¥ depo-
sicion del inoculo sobre los estigmas (My) De
acuerdo con el andlisis estadistico, el método mds
eficiente fue M3 seguido por My My, v M > Fusa.
rivm spp. v A, flavus mostraron una corvelacion
negativg altamente significante {p > 0.01) entre
eflos. Los métodos donde el indculo fue ubicado
en la parte superior de Iy mazorca mostraron una
mavor competencia de Fusarium ¥ orros hongos
cont A, flavus, ast como ung menor eficacia. No hu-
bo diferencias estadisticas significativas entre los
FEROITPOS.

ABSTRACT

Four different inoculation methods were tes-
ted on six corn genorypes, under fleld condition,
In call cases 1 mi of 5 x [ & conidial suspension
was applied, as follows: infetion with a hypoder
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mic needie in the central part of the ear M), in-
jection in the sitk channel (Mo}, inoculum deposi-
tion on g wonded section of the ear (M 3/, inocu-
fum deposition on the ear silk (My). According 1o
the statistical analvsis the most efficient method
was M3, followed by My, My, and My Fusariun,
spp and A. flavus showed a significative negative
correlation {p > 0.04 ) among them. Methods whe-
re inoculum was placed on the upper part of the
ear showed more Fusarium and orther fungi compe-
ttion with A, favus, and less efficiency. No statis-
tical difference was found among genotvpes.

INTRODUCCION

Los cstudios fitopatologicos del maiz en
Costa Rica se han orientado principalmente a las
enfermedades en el campo, dedicandose muy po-
€0s Tecursos a la investigacion en poscosecha. Debi-
do al volumen actual de produccion y a las impor-
taciones hechas, poco u poco se ha comenzado a
prestar atencion a los problemas de origen fungoso
en el maiz almaccnado. Uno de los principales
hongos que actla como agente causal de esos pro-
blemus es Aspergitlus flavus Link ex Fries, e! cual
no selamente deteriora cl grano, sino que también
produce sustancias conocidas comOnmente como
aflatoxinas. Estos compuestos son altamente toxi-
cos ¥ sc les considera como potentes agentes del
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caneer en animales y humanos {Christensen v
Kaufmann, 1976). Sepin un estudio preliminar de
la Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura ¥ la Alimentacion (FAQ, 1977), en
Costa Rica y Republica Dominicana existe el pro-
blema de aflatoxinas en ¢l mafz y probablemente
dste sea comun al resto de naciones del drea. Tanto
¢l clima como las formas de cosecha y almacena-
mienty usados en estos paises, brindan las condi-
ciones propicias para que A, flavus se desarrolle y
produzea toxinas.

Por investigaciones previas realizadas en
otros palses (Rambo et al, 1974; Lillehoj, 1975;
Cristensen y Kaufmann, 1976; Jones et al, 1980)
se conoce que ¢l grano es infectado en el campo,
especialmente bajo condiciones de alta humedad v
temperatura calidas, desarroliandose rapidanmente
después de la cosecha y antes del secado, o cuando
éste es deficiente. Debido a que no siempre se
cuenta con las facilidades necesarias para combatir
la infeccion por medio del secado y el buen alma-
cenamiento, se esta buscando en la actualidad la
forma de usar variedades resistentes a la penetra-
cidn de A. flavus {FAQ, 1977). El primer paso en
esta bisqueda de fuentes de resistencia genética es
la seleccion de un método de inoculacion artificial
que permita cvidenciar en forma eficiente la res-
puesta de los genotipos probados,

bste trabajo pretende evaluar la eficacia de
inleccion, u nivel de campo, de cuatro métodos de
inoculacion ¢n seis genotipos de maiv.

MATERIAL Y METODOS
Muazrerial genético niilizado

Seis genotipos de maiz fueron seleccionados
para este ensayo: Tuxpeno., Tocumen, X- 107 A,
Tico Vv la quinta generacion resuitante del cruce
entre la variedad mejicana Nuevo Ledn VS e y el
hibrido Tico H-- 5. Esta generacion sc encuentra en
proceso de seleccidon, como parte del programa de
mejoramiento del mafz, que realiza la Escuela de
Ciencias Agrarias de la Universidad Nacional.

Fnsava de campo

Las parcelas experimentales se plantaron el
10 de julic de 1982 en la Lstacion Lixperimental
Santa Lucty de la Universidad Nacional, situada en
Santa Lucfa de Barva, provincia de Heredia. a una
altura de 1.200 msnni. con una precipitacion de
2.000 a 2500 mm. y una lemperatury de 19 a
2000, como promedios anuales, respectivamente
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Los tratamientos consistieron en un arrcglo
factorial de seis genotipos y cuatro métodos de
inoculacion. Se empled un disefiv completamente
aleatorio con cuatro repeticiones por tratamiento.
La unidad experimental estuvo formada por cinco
hileras de diez plantas cada una, sembradus a 0.80
m. entre s y 1.00 m. entre hileras. La inoculacion
se realizd Gnicamente en las tres hileras centrales.

Preparacion del inoculo

El inoculo se prepard a partir de un aisla-
miento puro preservado en silica gel y suministra-
do por ¢l Departamento de Patologia Vegetal de la
Universidad de Missouri-Columbia. E} cullivo ini-
cial sc realizd en cinco platos Petri con papa-dex-
trosa-ugar (PDA), incubiandose en la oscuridad por
10 dias a 25°C.

La extraccion de conidios se efectud agre-
gando 10 ml. de agua destilada estéril con dos go-
tas del dispersante Tween 20, a dos de los cultivos
mejor desarrollados. Luego, utilizando un agitador
de vidrio, se removid la mayor cantidad posible de
conidios. La suspensién final se filtrd a través de
gasa sobre un erlenmeyer de 1.000 ml. y se ajusto
a una concentracion de 5 x 107 conidios por ml.,,
haciendo uso de un hemnatocimetro Optico de Neu-
bawer.

Inoculacion en ef campo

La incculacion se realizd a Jos 20 dias des-
pués de aleanzarse ¢l 50 Yo de la floracion. ulili-
zando cuatro métodos diferentes, a saber:

M| Consistio en aplicar 1 ml. de 1z suspension de
esporas a través de las bricteas v en la parte central
de la mazoren, empleando para ello una aguja hipo-
dérmica.

M Seinyecto 1 ml de la suspension ¢n el puntoe
de emergencia de los estiginas {thremo supetior
de la mazorea),

M<3: Se abrieron algunas brdcteas de la mazorea,
con el fin de exponer los granos v hacerles heridas.
Para esto, se utilizd un tapon de hule nimero ocho
con 25 agujas de acero que fueron insertadas en la
parte central de la mazorca. Luego se aplicd 1 ml.
de la suspension, depositado en forma de gotas so-
bre la zony lesionada. Finalmente se cemd la ma-
vorea. colocando las bricieas en sw posicién ori-
ginal ¥ sujetindolas con una banda de hule.
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My4: Consistié en aplicar 1 m]. de suspension en
forma de gotas depositadas directamente sobre los
esfigmas expuestos.

Recoleccion y procesamiento de las muestras

La cosecha de las mazorcas se realizé 15 dias
después de la inoculacion, escogiéndose aleatoria-
mente cuatro de las diez mazorcas inoculadas en
cada unidad experimental. Este material se llevo al
laboratorio, donde se procedié a remover las bric-
teas y extraer los granos cercanos a la zona inocu-
lada. Finalmente se escogio al azar una muestra de
25 granos por mazorea, que se colocaron en platos
Petri. Este material se introdujo en una estufa re-
gulada a 329C por un perfodo de tres dias, al cabo
de los cuales se procedid ala determinacion de los
granos infectados.

El procedimiento seguido para detectar la in-
feccion, consistid en desinfectar superficialmente
los granes con hipoclorito de sodio (NaCl0O), al
0.5 Y{o durante tres minutos. Seguidamente. sc la-
varon <os veces consecutivas en agua destilada es-
téril para remover excesos de NaClO. Posterior-
mente, dentro de una camara de transferencia, se
colocaron en platos Petri que contenian PDA soli-
do v acidificado con dos gotas de dcido lictico al
25 Q0. Por cada plato se colocd un mdximo de
diez granos suficientemente separados entre si.

La incubacion se realizd por espacio de cinco
dias a una temperatura de 2539C. Al final dei perfo-
do se contabilizd el nimero de granos infectados
con A, Havus, asi como de otros hongos que apare-
cen comunmente en granos procedentes del cam-

po. La identificacion de los hongos se hizo inicial-
mente con ayuda del microscopio v luego por sim-
ple inspeccion visual.

RESULTADOS Y DISCUSION

En el Cuadro 1 se presentan los porcentajes
de granos infectados por 4. flavus y por otres hon-
gos, ordenados segin el método de incculacion. En
este cuadro se observa que el hongo inoculado fue
el que mostrd los porcentajes mds altos de infec-
cion, excepto en ¢l segundo métedo. En este caso,
Fusarium spp fue el que se desarrolld en poco mds
del 50 ©/c de los granos examinados. El cuarto mé-
todo también dio como resultade un alto porcen-
taje de granos con Fusarium spp, pero sin superar
¢l hongo inoculade artificialmente. En los ofros
dos métodos no se presentd mayor interferencia de
este hongo, obteniéndose altos indices de infec-
cién por A. flavus. Estos resuliados indican que
existe una estrecha relacidn entre la zona inocula-
da y la presencia de Fusgrium spp, pues los méto-
dos donde se aplicd la suspension de conidios
sobre los estigmas (M) o en la base de éstos (My),
fueron los que mostraron mayor porcentaje de
granos infectados por este hongo; lo que es expli-
cable dado que Fuserium penetra por los estigmas
(Ferndndez, 1982). Por el contrario, cuando el
inéculo se inyectd (M) o se aplico sobre heridas
en la parte central de la mazorca (M3), se obtuve
un bajo porcentaje de ese hongo. Esto sugiere que
¢s mas conveniente hacer las inoculaciones artificia-
fes hacia ¢l centro de las mazorcas, para evitar la
infeecion por otros hongos diferentes al inoculado.

En cuanto a la eficacia de los métodos de
inoculacién, se obtuvieron diferencias estadisticas

CUADRO 1

PORCENTAJE DE GRANOS INFECTADOS POR ASPERGILLUS FLAVUS Y OTROS HONGOS

EN CADA UNO DE LOS METODOS DE INOCULACION

A. flavus* Fusarium Rhizopus Penicillium Aspergillius** Sin 5 total
Método spp. spp. pp. spp. infeccion
My 60.83 4.14 3.06 014 0.68 31.13 100
M, 63 51.88 0.11 0.8% 0.21 26.26 100
Ms 94.82 318 0.04 1.08 100
My 54,32 40.29 005 5.33 100
* Tod>os los porcentajes de infeccion con este hongo son significativamente diferentes entre si, segun prueba DMS

(p ~0.01),

*x Otras especies de Aspergillus diferentes a A, flavus.
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CUADRO 2

PORCENTAJE DE GRANOS INFECTADOS POR A. FLAVUS Y OTROS HONGOS EN LOS
GENOTIPOS DE MAIZ UTILIZADOS.

_ A flavus Fusqritm Rhizopmis Penicillium Aspreiilus Sin Total

GENOTIPC pp. spp. spp. spp. Infectar

Tuxpefo 66.46 15.50 0.60 1.09 0.48 15.76 100
Tocumen 61.68 20.31 0.49 .16 17.34 100
X 105 A 54.30 23.37 1.39 0.40 0.15 20.39 100
X 107 A 54.40 27.30 1.09 0.75 0.75 16.38 100
Tico ¥V 1 50.03 25,52 1.45 0.07 0.07 22.83 100
Fe* 48.84 36.09 0.33 - 0.05 14.66 100
* Quinta generacidn resultante del cruce entre la varledad mejicana Nuevo Lebn V5—e ¥ el hibrido Tico H—5.

altamente significativas al compararlos cntre si, se-
gun la prueba de Fischer. El método que consistio
en depositar la suspension de esporas, luego de he-
rir los granos con agujas (M3) resulto ser el mas
eficiente al compararlo con los demds; en relacion
con el numere de granos infectados en cada obser-
vacion le siguieron en orden descendente, el méto-
do de inyeccion en la parte central de la mazorca
(M1), el de deposicion de los estigmas expuestos
(M4} v el de inyeccion en el punto de emergencia
de los estigmas. Esto reafirma lo expresado ante-
riormente, respecto de la ubicacidn del indculo en
la mazorca, puesto que los métodos donde se hizo
la aplicacion en la parte central, mostraron mayor
eficiencia que aquellos donde se aplico en la parte
superior. Otro factor que actud como determinan-
te en la penetracion de A. flavus, fue la presencia
de heridas en los granos, hechas en el Mg, las que
permitieron incrementar la eficacia, tal y como lo
sugierec Rambo et al (1974). Al método 1, no obs-
tante ser menos eficiente que el anterior. podria
introducirsele alguna variante con el fin de evitar
la concentracién del indcule en un drea muy pe-
quefia, debido a que ésta es su principal limitante.
Sin embargo, es un método sumamente rapido que
facilita mucho el trabajo en el campo. Los otros
dos métodos presentaron problemas debide princi-
palmente a la gran actividad fungosa que se da en
los estigmas o la base de los mismos, compitiendo
con el hongo inoculado.

Por lo anteriormente expresado y bajo las
condiciones experimentales en que se realizo esta
prueba, el método mis eficaz fue el de herir los
granos centrales de la mazorca y luego depositar la
suspension de indculo sobre ellos {(M3). Este méto-
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do tiene la desventaja de no permitir la manifesta-
cion de resistencia morfologica dada por la dureza
de pericarpio, presente en algunas variedades
(Rambe et al, 1974; Zuber et al, 1978). Perc asu
vez permite detectar otras formas de resistencia
que pueden tener las plantas, a pesar de las heridas
provocadas por insectos (La Prade y Manwiller,
1975) y aves (King y Scoth, 1975) que incremen-
tan la infeccién por A. flavus.

Los genotipos prebados manifestaron, segin
se aprecia en el Cuadro 2, que en aquellos donde se
presentd la mayor infeccidn por Fusarium spp, fue
donde hubo menores porcentajes de A. flavus y vi-
ceversa. Esta aparente relacion entre ellos, hizo
que se investigara una posible correlacion, obte-
niéndose un valor negativo altamente significativa
(p > 0.01), para los cuatro métodos de inocula-
cién. Lo anterior indica a posibilidad de que estos
organismos se¢ inhiban uno al otro y que la preva-
lencia depende de cudl de los dos se establezca
primero; lo que no implica que sean completamen-
te excluyentes, pues en los seis genotipos un alto
porcentaje de granos fueron infectados simultanea-
mente por ambos patogenos. La incidencia de los
dos hongos parece indicar que se trata de un caso
de competencia por el sustrato v no de antibiosis;
lo cual concuerda con lo expresado por diversos
autores (Diener y Davis, 1966; Stoloff et al, 1975;
Lillehoj et al, 1976; Fernandez, 1982).

Independientemente del método utilizado,
todos los genotipos fueron igualmente susceptibles
al hongo inoculado, pues no hubo diferencias esta-
disticas significativas entre ellos. Aunqgue la genera-
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cién Fg mostrd cierta tolerancia al hongo, esto
pudo deberse al alto porcentaje de granos infecta-
dos por Fusarium spp. Los resultados de este expe-
rimento indican que en futuras pruebas deben con-

siderarse métodos de inoculacion dende se hagan
heridas, aplicando el indculo en zonas de lu mazor-
ca relativamente alejadas del apice para evitar ¢l
efecto competitivo de Fusarium spp.
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