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MOVILIDAD DE ASPERGILLUS FLAVUS LINK EX FRIES EN MAZORCAS DE
CINCO GENOTIPOS DE MAIZ (ZEA MAYS L.) EMPLEANDO TRES METODOS
DE INOCULACION

RESUMEN

Tres técnicas para evaluar Ia reaccion de los
granos de maiz a la infeccion causada por A. fla-
vus, fueron probadas en cinco diferentes genotipos
bajo condiciones de campo. Las inoculaciones se
realizaron 20 dias después del 50 9/o de Ia flora-
cion, usando 0.5 mi de una suspension de 10° co-
nidios por mililitro; los métodos fueron: a) inyec-
cidn de pequeiias cantidades de indcule en cada
grano de una hilera vertical (M), b) inyeccion en
los primeros granos bien desarrollados alrededor de
la parte superior de la mazorea (M), c) inyeccion
del indculo en un semicirculo de granos en la base
de la mgzorca (M3). Dos semanas después de la
inoculacion, las mazorcas fueron cosechadas y los
granos no heridos fueron separados de acuerdo con
su pasicion respecto de los que recibieron el inocu-
Io. Luego se esterilizaron superficialmente y se cul-
tivaron sobre PDA, para determinar el porcentaje
de infeccion. Los métodos My y M fueron los
mds eficientes porgue produjeron altos niveles de
infeccion. Sin embargo M es considerado como el
mejor, debido a que provee mayor numero de gra-
nos para procesar v es el mds sencillo, No hubo di-
ferencias estadisricas significativas entre los genoti-
pos, pues en todos ellos hubo igual movilidad del
hongo inoculado.
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ABSTRACT

Three inoculation techniques for evaluating
reaction of corn to kemel infection by Aspergillus
flavus were tested in the field on five different ge-
notypes. Inoculgtions were made 20 days after
midsilk stage, using 0.5 mi of 1 07 conidial suspen-
sion. The methods were: a) injection of small
amounts of inoculum in each kemel of a vertical
row (M ); b} injection in the first well developed
kernels around the top part of the ear (M>), ¢} in-
jection of moculum in the kernels at the lower
part of the ear, forming a semicircle (M3). Two
weeks after inoculation ears were harvested, and
kernels not wounded were separated according to
its position to the inoculated kernels, then surface
stertlized and plated on PDA, to determine the in-
fection percentage. My and My were found very
efficient because they produced higher infection
levels. My is considered the best because it provi-
ded a larger number of kernels for assay and was
eqsy fo use. No statistical difference was found
among genotypes.

INTRODUCCION

El maiz {Zeaz mays L.} es unc de los granos
basicos mds importantes en Costa Rica, porque co-
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mo &l frijol (Phaseolus vulgaris L.} y el arroz {Ory-
zg sativa L.}, forma parte esencial de la dieta del
costarricense (Monge, 1981).

En los ditimos afios la produccion de este
grane no ha logrado satisfacer la demanda del mer-
cado nacional, por lo que ha sido necesario impor-
tarlo en considerables cantidades para solventar tal
deficiencia. Esto ha hecho que se multipliquen los
esfuerzos por mejorar la productividad, utiizando
la tecnologia generada a través de varios afios de
investigacién (Costa Rica, Ministerio de Agricultu-
ra y Ganaderia, 1982).

Sin embargo, los estudios sobre la patologfa
poscosecha del maiz son muy escasos y han brin-
dado hasta el momento una limitada cantidad de
informacién (Fernandez, 1982; Quesada, 1983).
Seghn algunas organizaciones, a nivel mundial, ésta
ha sido la trayectoria historica de los principales
granos que se consumen en el mundo (FAO,
1977). Pe tal modo que en los paises en vias de
desarrollo, muchas veces, a pesar de lograr buenocs
rendimientos, se dan pérdidas poscosecha que tha-
logran el esfuerzo realizado.

La necesidad de reducir el deterioro de pro-
ductos después de la cosecha, ha tomado gran jm-
poriancia en la actualidad y ha determinado que la
reduccion de estas pérdidas se reconozea como la
forma econdmicamente mas factible y expedita de
incrementar la oferta mundial de productos ali-
menticios (Lieberman, 1983). En nuestro pais, a
pesar de que no existen datos oficiales sobre pérdi-
das poscosecha en mairz, et Consejo Nacional de la
Produccién realiza grandes esfuerzos para evitar las
condiciones propicias al deterioro causado por
hongos. El hongo al que se presta mayor atencion
es Aspergilius flavus Link ex Fries, pues seglin un
estudio de la Organizacidn de las Naciones Unidas
para la Agricultura y 1a Alimentacion, €ste es el
principal organismo que afecta los granos almace-
nados en Costa Rica y otros paises del drea (FAQ/
OMS/PNUMA, 1977).

La importancia del hongo estriba en la putre-
faccion y decoloracion del grano, asi como la capa-
cidad de producir sustancias cancerigenas suma-
mente toOxicas llamadas aflatoxinas (Christensen,
1985). La produccidn de estos compuestos puede
iniciarse en el campo, poco después de la penetra-
cidon del hongo (King y Scott, 1982} y s¢ aumenta
durante el almacenamiento cuando no hay un
buen conirel de humedad, temperatura y airea-
cion. Esto obliga a desechar el producto, pues se
transforma en una amenaza para la salud humana y
animal (Christensen y Kautman, 1976).
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Entre ias estrategias recomendadas por varios
autores (Calvert et al, 1978; Jones et al, 1980;
King y Scott, 1982) para el combate de A, flavus,
estd la bisqueda de material genético resistente,
pues es la forma mads eficaz, econdmica y segura de
proteger el grano. En este sentido se han realizado
dos trabajos en el pais (Ferndndez, 1982; Quesada,
1983), tratando de encontrar una forma confiabie
de evaluar el material genético con que contamos.
Sin embargo, no s¢ han realizado pruebas en las
que se evalile la movilidad del hongo como indica-
dor de resisiencia en la mazorca.

El objetivo que persigue esta investigacion,
es determinar la efectividad de tres métodos de
inoculacion, midiendo la movilidad del micelio de
A. flavus a partir del punto de inoculacién artifi-
cial.

MATERIALES Y METODOS
Trabajo de campo

Las parcelas de maiz se establecieron el 10
de febrero de 1984, en la Estacion Experimental
Agricola Fabio Baudrit Moreno, de la Universidad
de Costa Rica, ubicada en Barrio San José, provin-
cia de Alajuela, con una altitud de 840 m. sobre el
nivel del mar, precipitacion y temperatura prome-
dio anual de 1964.2 mm. y 22,4°C, respectivamen-
te (Costa Rica, Instituto Meteoroldgico Nacional,
1983),

El material genético utilizado fuc: las varie-
dades Tico V—1 *M” y los Diamantes 804 3; los hi-
bridos X 104 A, X 107 A y la Fg correspondiente
al cruce entre la variedad mejicana Nuevo Leodn
V—S-~i—ey Tico Hs.

Los métodos de inoculacion que se utiliza-
ron en el trabajo fueron los siguientes: en el prime-
ro (My), se abrieron las bricteas de un lado de la
mazorca y se escogid una hilera vertical de granos,
sobre la cual se distribuyé homogéneamente el ind-
culo, inyectando pequefias proporciones de él en
cada grano. En el segundo (M5), se abri6 la mazor-
ca y se inyectd el indculo distribuyéndolo en el
primer anilio bien formade de granocs en la parte
superior. En el tercero (M3), se abrieron por com-
pleto las bricteas v se inyectd el indculo en un se-
micirculo de granos ubicade en la basc de la ma-
zorca. Los tratamientos cuarto, quinto y sexto.
correspondjeron a los testigos respectivos de My,
M3 y M.
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La inoculacion se realizd 20 dias después del
50 9o de la floracién, por ser ésia la edad mds
propia para este proceso (King y Scott, 1982). La
aplicacion del indculo se hizo utilizando una aguja
hipodérmica de 1,0 ml de capacidad, para aplicar
0.5 ml. de una suspension de ! x 10° conidios por
mililitre, concentracién recomendada por King y
Scott (1982). En el caso de los testigos se aplico
apua destilada estéril (igual volumen). Una vez tra-
tadas las mazorcas, s cubrieron de nuevo con las
bricteas, las cuales se sujetaron con bandas de hu-
le. La cosecha de ellas se efectud 15 dias después
de la inoculacién y se llevaron al laboratorio para
su andlisis.

El experimentio fue un factorial cinco por
seis en el que el primer factor estuve constituido
por los cinco genatipos y el otro por tres métodos
de inoculacion y sus respectivos 1estigos.

El disefio experimental siguid un esquema de
parcela dividida con cuatro repeticiones, donde los
genotipos fueron asignados a las parcelas grandes y
los tratamientos de inoculacion a las pequeiias. Ca-
da parcela estuvo formada por un surco de 40
plantas y en la parte central de cada uno, se selec-
cionaron diez para aplicarles el tratamiento respec-
tivo en la mazorca superior.

Trabajo de laboratorio

El indculo se prepard a partir de un aisla-
miento puro de A. flavus, obtenido del departa-
mento de Patologia Vegetal de la Universidad de
Missouri. Este hongo se cultivh en placas de Petri
con papa-dextrosa-agar (PDA) y se mantuvo duran-
te diez dfas en la oscuridad de 28°C con ¢l fin de
obtener un Optimo  crecimiente  {Fernindez,
{982}, Luego, a dos dec los cultivos mejor desarro-
llados se les extrajeron los conidios agregandoles
agua estéril con 0,1 Yo de Tween 20, que actud
como dispersante. La suspension asi obtenida, se
transfirio a un frasco erlemmeyer de 1.000 ml. v se
diluy® agregindole agua destilada estéril. Para ho-
mogenizarla s¢ empled un agitador magnético y
conforme se¢ diluia, se tomaron muestras sucesivas
para realizar el conteo de conidios en una cimara
de contaje con rayado de “Newbawer”™ de 9 mm-
(hcmatocimetro). Lste procedimiento s¢ tepitid
hasta lograr 1a concentracion de conidios requerida
para la inocutacion.

El andlisis practicado en las mazorcas cose-
chadas se hizo de la siguiente manera: 2 cada una
se le elimind las bricteas v los granos inoculados.
Luego, para poder observar la movilidad de A, fla-

vues hacia los granos adyacentes, se procedié a sepa-
rartos seglin su posicibn respecto de aquellos don-
de se aplico el honga. Asi en el primer método, se
considerd como posicion uno a los granos que es-
taban en la primera hilera a la derecha de la inocu-
lada, la siguiente se designé como posicion dos y
asi sucesivamente hasta la posicion cuatro. En el
segundo método se desgranaron separamente cua-
tro anillos sucesivos de granos, en forma descen-
dente a partir de los que recibieron el indculo, de-
nomindndose como posicion uno al primero y dos,
tres ¥ cuatro a los siguientes. Para el tercer método
se siguié un procedimiento similar, desgrandndose
cuatro semicirculos ascendentes, denominando ca-
da uno segin su posicién respecto del semicirculo
inoculado.

Para determinar la infeccion del hongo se se-
leccionaron muestras al azar de 50 granos por cada
posicidn v se colocaron en una estufa repulada a
329C, por tres dfas, Una vez secas, se pasaron a
bolsas de papel v se almacenaron en frascos con si-
licagel a 10°C, hasta que se efectuaron los cultivas
sobre PDA,

El procedimiento del cultivo fue el siguiente:
cada muestra fue desinfectada superficialmente su-
mergiéndola durante tres minutos en hipoclorito
de sedio (NaCl®) al 0,5 /o, luego se iavd dos ve-
ces consecutivas en agua destilada estéril. Después
en la camara de transferencia, se procedid a colo-
car los granos en placas de Petri con PDA sélido y
acidificado con dos gotas de dcido lactico al
25 9/o. Finalmente se incubd cada cultivo por cin-
co dias a 25%C, al cabo de los cuales, se determind
el nimero de granos con A, flavus v otros hongos
que normalmernte se establecen en la mazorca.

Tomando en cuenta que cuando se inocula
A. flavus bujo condicion de campo, generalmente
éste aparece acompafado por otros hongoes comu-
nes en la mazorca, se estudiaron dos variables: a)
numero de granos infectados sélo por 4. flavus y
b) nimero de granos infectados por A, flavus y
otros hengos. Para cada variable se efectud la prue-
ba de Waller-Duncan y anilisis de contrastes.

RESULTADOS

Al comparar los métodos de inoculacion por
la prueba de Waller-Duncan cuando hubo infeceion
solo por A. flavus {Cuadro 1), se observan diferen-
cias estadisticamente significativas entre las medias
de los tratamientos y las de sus testigos; pero ade-
mas de esto se puede apreciar que los tratamientos

81



Villalabos et al. Movilidad de Aspergifius flavis

CUADRO1

NUMERO PROMEDIO DE GRANOS INFECTADOS POR A. FLAVUS EN CADA UNO DE LOS
METODOS DE INOCULACION UTILIZADOS EN EL ENSAYO, CON BASE EN 50 GRANOS

ANALIZADOS
TRATAMIENTO POSICION 1 POSICION 2 POSICION 3 POSICION '4
My 3440ab (1) 36,00 a 37,70 2 32,80 a
M, 3560 a 33,652 35,20 a 30,90 a
My 30,00 b 26,95 b 27450 2965a
My 10.85¢ 1095 ¢ 10,65 ¢ 8,70 b
Ms 9,15¢ 8,85 ¢ 10,15 ¢ 9,90 b
Mg 10,95 ¢ 8,35 ¢ 114,15¢ 10,40 b

)
ker-Duncan (Razén K — 100).

M; y M2 mostraron los promedios de infeccion
mas altos sin tener diferencias estadisticamente sig-
nificativas entre ellos para ninguna de las posicio-
nes, lo que los coloca en similar nivel de eficiencia.
El tratamiento M3 tuvo promedios de infeccion
menores que los otros en todas las posiciones y
presentd diferencias significativas con al menos
uno de ellos en las tres primeras posiciones de los
gl’ﬂnOS‘

La prueba de Waller-Duncan (Cuadro 2}, apli-
cada a los promedios de infeccion con 4. flavus v
otros hongos presenta algunas diferencias respecto
de [o observado en ¢l cuadro anterior. Al comparar
los métodos de inoculacion con los testigos corres-
pondientes se observan diferencias estadisticamen-
te significativas en la mayoria de los casos, excepto
para ¢l tercer método que en todas las posiciones
brindd datos estadisticamente similares al testigo
respective. También este método que habia mos-
trado en el Cuadro 1 promedios de infeccion infe-
riores a los métodos M y Mo, en este caso tiene
valores que no son significativamente diferentes,
pere que muestran la tendencia a ser inferiores res-
pecto de los otros dos.

Al comparar Jos cinco genotipos se encontré
que las diferencias entre los pramedios de infec-
cion correspondientes no fueron significativos
(P < 0.05) en las dos variables estudiadas. Sin em-
bargo, la Fg del cruce entre Nuevo Leén
V—S—1—¢ y Tico Hg, mostrd una tendencia a pro-
ducir menores promedios de infeccidn.

Entre los géneros de hongos diferentes al
inoculado, el mds importante fue Fusarium sp. El
Cuadro 3 presenta un anilisis de la relacién que tu-
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Promadios con la misma letrn dentro de cada columna no son significativamente dferentes segin prueba de Wal-

vo éste con la manifestacion a 4. flavus en los gra-
nos analizados. Los restantes hongos, debido a su
baja frecuencia, se agruparon como una sofa uni-
dad, bajo e rubro ““otros”. Al analizar los prome-
dios de infeccion del hongo inoculado en relacion
con Fusarium sp. y la micoflora restante se observa
que cuando se aplicd A, flavus (M1, My y M3) el
nimero de granos infectados exclusivamente por
él, predomina sobre las otras posibilidades de in-
feccion. Sin embargo, en los testigos (Mg, Mg ¥
Mg) los promedios de infeccion causada solo por
A. flavus bajaron y fueron superados por la infec-
cién conjunta de A. flavus y Fusarium sp. Del mis-
mo modo, las infecciones por Fusarium sp. y A
flavus mas otros hongos, tuvieron un incremento
considerable.

DISCUSION

Tradicionalmente se ha utilizado el porcenta-
je de infeccion o el mimero de granos infectados
para evaluar la reaccién de diversos genotipos al
hongo 4. flavus (La Prade y Manwiller, 1976;
Widstrom et al, 1981; Fernandez, 1982). Sin em-
bargo, King y Scott (1982) sugieren que una forma
adecuada de conocer la reaccion de los materiales

- que se evallan, es determinar la capacidad de mo-
vilizacién del hongo inoculado. En el presente tra-
bajo se determind que bajo las condiciones experi-
mentales dadas, es posible usar este pardmetro para
evaluar resistencia, pues con los métodos M| y M,
se obtuvieron altos indices de infeccidén y alta mo-
vilidad. Esto ocurrid tanto en los casos en que hu-
bo infeccidén con solo A, flavus, como cuando éste
aparecid asociado con otros hongos. Lo anterior
demuestra que ambos métodos son igualmente efi-
cientes a pesar de la posible competencia establaci-
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CUADRO 2

NUMERO PROMEDIO DE GRANOS INFECTADOS CONJUNTAMENTE POR A. FLAVUS
Y OTROS GENEROS, EN CADA UNO DE LOS METODOS PROBADOS EN EL ENSAYO,
CON BASE EN 50 GRANOS ANALIZADOS

TRATAMIENTO POSICION | POSICION 2 POSICION 3 POSICION 4
M, 43,15a(1) 43,902 44,203, b 4340a,b
M, 4765a 46,50 2 46,65 a 44,853
My 41,508 39.70a, b 39,00 g b, ¢ 423043, b
My 29,35¢ 31,05 b 34,95¢, d 28,55 ¢
My 31,60 ¢ 31,55 b 29,50 d 34,850, ¢
Mg 34,95 b, ¢ 32,85 36,90 b, ¢, d 3530 b, ¢

(1) Promedios con la misma leira deniro de cada columna, no son significativamente diferentes, segn pruebe de Wa-

ller-Duncan (Razbén K = 1040).

CUADRO 3

PROMEDIO TOTAL DEL NUMERO DE GRANOS INFECTADOS POR: A. FLAVUS, A FLAVUS
+ FUSARIUM, FUSARIUM SP. Y A, FLAVUS + OTROS HONGOS, EN CADA TRATAMIENTO

TRATAMIENTOS
HONGOS PRESENTES M; My M3 My M; Mg
A, flavus 34.46 33,717 28,21 16,30 9,53 10,21
A. flavus + Fusarium 5,11 8,23 6,47 13,37 13,42 17.7
Fusarium sp. 1,17 1,65 2,41 10,20 7,68 6,18
A, flavus + otros* 3,65 6,39 4,29 6,72 5,38 7,43
- Bajo eata categoria se incluyen: Rhizopus sp., Geotrichum sp., Wardomyeces, Trichoderma sp,, Penlcillium sp, ¥

Helminthosporium sp.

da por la micoflora que en forma natural se esta-
blece en la mazorca,

Aunque M| y Mo muestran igual grado de
movilidad, se considera el método M| como el me-
jor por presentar mayores ventajas en cuantc a ma-
nejo. En primer lugar, la aplicacién del indculo es
mas sencilla, pues las hileras ya estdn organizadas
en lineas ficiles de seguir en el proceso de inocula-
cidn, mientras que en los otros casos hay que esta-
blecer las lineas horizontales y no siempre son re-
gulares. En segundo lugar, este método permite
asignar las posiciones preestablecidas a ambos la-
dos de la linea de inoculaci6n, siguiendo el disefio
natural de la mazorca, lo cual también facilita la
extraccion de los granos al momento de separarlos

por posicion. Finalmente, aplicando el indculo de
esta forma, s¢ logra un mayor nimero de granos
infectados, dando mds facilidad a 1a hora de tomar
la muestra final (King y Scott, 1982), situacion
que ha sido una de las limitantes mayores en otros
métodos probados por Widstrom et al (1981) y
Quesada (1983).

El segundo método, a pesar de que presenta
buenos resultados, tiene la desventaja de que si se
derrama alguna gota de la suspensién inoculada,
ésta puede descender y depositarse sobre los gra-
nos de las posiciones inferiores, distorsionando los
resultados. Puesto que en este experimento lo gue
interesa es la movilidad del hongo, de ocuzrir tal
situacién no hay forma de distinguir si la infeccién
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fue provocada por la expansiéon del hongo o por ¢l
liquido detramado,

Los valores promedios obtenidos para el mé-
tode M3 fueron siempre los mas bajos y para algu-
nas posiciones resultaron ser estadisticarnente dife-
rentes a los otros métodos. Tales resultados pare-
cen indicar una eficacia muy limitada, lo que se re-
afirmé al presentarse casos en que los promedios
de infeccion del tratamiento y su respectivo testigo
no fueron diferentes estadisticamente. Esto es ex-
plicable por caracteristicas propias del métoedo,
puesto que el indeulo fue ubicado Uinicamente en
una pequeiia franja basal que abarcaba solo unos
cuantos granos, originando una alta concentracion

de propdgulos en un nimero reducido de unidades.
Esto posiblemente favorecid la invasién natural de
otros hongos en la zona de muestreo, lo que se re-
flejo en la no diferenciacion estadistica del testigo
y su tratamiento cuando se contabilizd la presencia
de A. flavus mas otros hongos.

Como resultado de lo anterior, se pugde asu-
mir que la distribucién del inéculo en la mazorca
es un factor importante en este tipo de pruebas,
pues en los tratamientos M| y Mo hubo un mayor
nimero de granos receptores de indculo, lo que se
manifestd como una eficiencia similar en ambos
casos. En otras investigaciones (La Prade y Manwi-
ller, 1976; Calvert, et al, 1978; King y Scott, 1982;
Quesada, 1983), se han presetado resultados simi-
lares, donde tratamientos con el indculo muy loca-
lizado han dado resultados poce prometedores o
muy erriticos, mientras que aquellos en que el ind-
culo estuvo mis extendido se legré mayor eficien-
cia.

Los promedios de infeccion obtenidos en ca-
da genotipo no presentaron ninguna diferencia es-
tadistica significativa, lo que se interpreta como
igual susceptibilidad para cada uno de ellos, pues

A. flavus avanz6 con facilidad ain en competencia
con otros hongos. Esto corrobora resuitados obte-
nidos previamente donde X 107 A, X 105 Ay Ia
Fg (Nuevo Leon V—-S—1—e X Tico Hg) habian
mostrado susceptibilidad al mismo hongo (Fernin-
dez, 1982; Quesada, 1983). Sin embargo, 1a Fg
mostré algin grado de resistencia que limitd el
avance de 4. flavus, que manifestd menores pro-
medios de infeccion. Similar observacién hizo
Quesada (1983) respecto del mismo material,
cuando éste fue inoculado de cuatro formas dife-
rentes bajo condiciones completamente distintas.

Cuando se hacen inoculaciones de A, flavus
en el campo, normalmente hay interaccion entre
éste y otros hongos (Stoloff et al, 1975; Lillehoj et
al, 1976; Wicklow et al, 1980; Fernindez, 1982;
Quesada, 1983). En ¢l presente trabajo ¢l que tuvo
mayor influencia, aparte del hongo inoculade, fue .
Fusarium sp., situacion que también se presentd en
estudios similares hechos por Fernindez (1982) y
Quesada {1983) en épocas diferentes.

La posible competencia entre A, flovus y
otros hongos, pareciera ser mds severa cuando pe-
quefias cantidades de indculo arriban a la planta,
pues en los tratamientos donde se aplicd la suspen-
sion de esporas (M1, M5 y M3), se obtuvo una ma-
yor cantidad de granos infectados exclusivamente
por A. flavus y menores valores para la infeccion
simultanea de éste con Fusarium sp., o de cual-
quier otro hongo. En el caso de los testigos se dio
una situacién opuesta, pues solamente recibieron
in6culo natural. Esto sugiere que es necesario una
presion de indeulo mayor que la natural, para con-
trarrestar el efecto de otros hongos que normal-
mente invaden los granos en el campo. Evitindose
asi ¢l posible efecto inhibidor que éstos puedan te-
ner (Stoloff et al, 1975; Lillehoj et al, 1976; Wick-
low, 1980).
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