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Abstract 
Corn Plant Resistance to Infection by Aspergillus flavus Link in Greenhouse conditions. Production of aflatoxins and percentage of infected grain in four genotypes of maize: ZMT1, ZMT2, ZMS1, ZMS2 were evaluated and inoculated with Aspergillus flavus L. under greenhouse conditions, taking as reference materials genotypes H-443A and DK2020Y, reported to be, respectively, resistant and susceptible to accumulation of aflatoxin in the field. Styles (silk) of forming ears were sprayed with a suspension of 7 x 107 A. flavus L. spores. The infection was observed as a localized rot at the top of the ears. The percentage of grain infected with the pathogen, as well as the concentration of aflatoxins were determined for each variety. The H-443A genotype remained free of infection and aflatoxins, in contrast to the genotype DK2020Y, in which ear rot in 40% of infected plants, and 245 ppb of aflatoxin in grain were observed. ZMT1, ZMT2, ZMS2, and ZMS1 genotypes had similar percentages of plants with ear rot and infected grain. ZMT2 accumulated the highest amount of aflatoxin (510 ppb), and in ZMS1 were not detected. 
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Resumen 
Se evaluó la producción de aflatoxinas y el porcentaje de grano infectado en cuatro genotipos de maíz: ZMT1, ZMT2, ZMS1 y ZMS2, inoculados con Aspergillus flavus L. en invernadero, tomando como materiales de referencia los genotipos H-443A y DK2020Y, reportados como resistente y susceptible, respectivamente, a la acumulación de aflatoxinas en campo. Los estilos de las mazorcas en formación se asperjaron con una suspensión de 7 x 107 esporas de A. flavus L. La infección se observó como una pudrición localizada en el extremo superior de las mazorcas. Se determinó el porcentaje de grano infectado con el patógeno en cada variedad, así como la concentración de aflatoxinas. El genotipo H-443A se mantuvo exento de infección y de aflatoxinas, en contraste con el genotipo DK2020Y, en el cual se observó pudrición de la mazorca en el 40 % de las plantas infectadas y 245 ppb de aflatoxinas en el grano. Los genotipos ZMT1, ZMT2, ZMS1 y ZMS2 presentaron similares porcentajes de plantas con pudrición de mazorca y de grano infectado. El genotipo ZMT2 acumuló la mayor cantidad de aflatoxinas (510 ppb) y en ZMS1 no fueron detectadas. 
Palabras clave: Técnica de inoculación, grano infectado, micotoxinas. 
Introducción 
Las aflatoxinas son metabolitos secundarios producidos por algunas especies de Aspergillus que confieren toxicidad entre otros a los cereales contaminados con estos hongos. Su impacto económico incluye la pérdida de vidas humanas y animales, el incremento en los costos de salud y atención veterinaria, reducción en la producción animal y otros problemas económicos y comerciales (Bogantes-Ledezma et al., 2004). La infección pre-cosecha de maíz con 
Aspergillus merma los volúmenes de grano útil como alimento humano y animal. 
En México se ha reportado la incidencia de aflatoxinas en grano y productos elaborados a base de maíz en diferentes regiones geográficas (García-Aguirre et al., 2001; Bucio-Villalobos et al., 2001; Martínez-Flores et al., 2003a y b; García-Aguirre et al., 2003; Moreno-Lara, 2004). Probablemente uno de los episodios más significativos fue el ocurrido en Tamaulipas cuando los
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niveles de aflatoxinas superaron los 100 μg kg-1 en prácticamente toda la cosecha de maíz en 1989 (Plasencia, 2004). 
Aunque se han planteado diferentes alternativas para reducir o eliminar la contaminación de maíz con aflatoxinas, la solución más deseable es la identificación y desarrollo de fuentes de resistencia. En los Estados Unidos se han reportado líneas de maíz como la Mp313E, Oh516, etc., cuya tolerancia a la infección por A. flavus en campo ya ha sido demostrada (Brooks et al., 2005; Busboom y White, 2004). 
En México, Reyes et al. (2008) reportaron la variedad de maíz H-443A como un genotipo resistente a la acumulación de aflatoxinas; sin embargo, se desconoce el potencial genético de los maíces criollos y mejorados como fuentes de resistencia a un patógeno con el cual han co evolucionado. 
En estudios anteriores realizados por Cobielles Castrejón (2007) y Benítez-Esquivel (2007), se seleccionaron 4 genotipos de maíz en una colección de 40 materiales. Dos de ellos: ZMT1 y ZMT2, mostraron tolerancia a la acumulación de aflatoxinas y los otros dos, ZMS1 y ZMS2, acumularon elevadas concentraciones de las toxinas cuando se almacenó grano inoculado con A. flavus en condiciones óptimas para la producción de las aflatoxinas (30 días, 27 ºC y 85 % de humedad relativa), pero se desconoce su resistencia a la acumulación de aflatoxinas en el campo, ya que la etapa pre-cosecha es altamente susceptible a la infección del cultivo por este patógeno, principalmente durante la formación de los granos (Guo et al., 2008). 
Este estudio se llevó a cabo con el objetivo de evaluar la susceptibilidad de estos cuatro genotipos de maíz a la infección por el hongo y a la acumulación de aflatoxinas cuando las mazorcas en formación fueron inoculadas con A. flavus en invernadero. 
Materiales y Métodos 
Genotipos de Maíz 
Se utilizaron semillas de cuatro genotipos de maíz (ZMT1, ZMT2, ZMS1 y ZMS2) provenientes del banco de germoplasma del Instituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agrícolas y Pecuarias (INIFAP-Bajío). Como materiales de referencia se usaron los genotipos H-443A y DK2020Y reportados como resistente y susceptible a la acumulación de aflatoxinas en campo, por Reyes et al. (2008). 
Siembra en Invernadero 
El experimento se realizó en un invernadero del 
Departamento de Parasitología Agrícola de la Universidad Autónoma Agraria Antonio Narro (UAAAN) en Buenavista, Saltillo, Coah., México. Se prepararon camas de 12 m de largo por 1.5 de ancho y una altura de 50 cm. El área se cubrió con tela para evitar la entrada de plagas. Se sembraron 20 semillas de cada variedad en dos hileras alternadas. El manejo del cultivo comprendió riegos semanales, desyerbe, fertilización y aplicación de plaguicidas. La temperatura mínima promedio fue 24.5 ºC y la máxima promedio de 35 ºC. 
Cepa de A. flavus 
Se experimentó con la cepa No. 28 de A. flavus, obtenida y caracterizada como altamente toxigénica por Moreno-Lara (2004), previamente utilizada en los estudios de Cobielles-Castrejón (2007) y Benitez-Esquivel (2007). Un cultivo monospórico de dicha cepa fue proporcionado por la Unidad de Investigación en Granos y Semillas de la Universidad Nacional Autónoma de México (UNIGRAS UNAM). 
Preparación del Inóculo de A. flavus 
La suspensión de esporas utilizada como fuente de inóculo se preparó a partir de cultivos del hongo en papa dextrosa-agar (PDA) con ocho días en incubación a 25 ºC. Se resuspendieron las esporas en agua destilada con Tween 20 al 0.2 %. 
Infección en Invernadero 
La inoculación del patógeno se realizó por aspersión de los estilos de cada mazorca con una suspensión de 7 x 107 esporas de A. flavus en la etapa fisiológica posterior a la polinización, cuando los estigmas presentaron una coloración café-verdosa a café-rojiza. Los testigos se asperjaron con agua destilada estéril. Posteriormente se cubrieron con bolsas de papel. 
Evaluación de la Infección 
Las mazorcas se cosecharon en estado de grano duro y se secaron 72 h a 38 ºC en estufa con circulación forzada de aire hasta que la semilla alcanzó un contenido de humedad de 10-11 %. Para cada genotipo se preparó una muestra compuesta con los granos de todas las mazorcas inoculadas y otra con los granos de las mazorcas utilizadas como testigos. Posteriormente, se evaluó la micobiota de los granos seleccionados aleatoriamente. Se desinfectaron superficialmente con hipoclorito de sodio al 3 % en agitación durante 1 min. Los granos se colocaron en cajas petri con medio de malta-sal-agar (MSA) al 6 % de NaCl y se incubaron 7 días a 25 ºC. El número de granos infectados con A. flavus se reportó como un porcentaje del total analizado.
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Cuantificación de Aflatoxinas en Granos de Maíz Se determinaron aflatoxinas totales en las muestras de maíz siguiendo el método 991.31 de la AOAC (1995). El método consistió en la extracción de las aflatoxinas totales con metanol al 80 % a partir de 50 g de grano molido y su retención en columnas de afinidad de la marca Afla Test P con anticuerpos monoclonales. La cuantificación se llevó a cabo en un fluorómetro VICAM Serie 4 (Vicam, Milford, MA, USA), calibrado previamente con un estándar de aflatoxinas. 
Evaluación Agronómica 
Se determinaron las siguientes características agronómicas en plantas de los genotipos de maíz inoculadas con A. flavus: altura de la planta (AP), altura de mazorca (AM), hojas por planta (HP), mazorcas por planta (MP), acame de tallo (AT), acame de raíz (AR), plantas con buena cobertura (PBC). 
Análisis Estadístico 
Se utilizó un diseño experimental completamente al azar, en arreglo factorial A x B, donde A = variedad de maíz y B = inoculación de mazorcas. Los datos del porcentaje de grano infectado con A. flavus y la concentración de aflatoxinas se transformaron con . Las medias obtenidas se sometieron a comparación estadística de Tukey en el paquete Instat ver. 3.0 de Graph Pad. [image: ][image: ]
Resultados y Discusión 
La inoculación de A. flavus mediante la aspersión de los estilos permitió la infección en menos del 50 % de las mazorcas en todos los genotipos estudiados (Cuadro 1). 
Cuadro 1. Porcentaje de mazorcas con pudrición por Aspergillus flavus L. en cuatro genotipos de maíz inoculados en invernadero, tomando como materiales de referencia a los genotipos H-443A y DK2020Y, reportados respectivamente como resistente y susceptible a la acumulación de aflatoxinas en campo. 
Genotipo Plantas sin Inocular Plantas Inoculadas 
ZMT1 0 43 ZMT2 0 37 H443A 0 0 ZMS1 0 30 ZMS2 0 36 DK2020Y 0 40 
Todas las mazorcas de la variedad H-443A estuvieron libres de los signos de la infección. Los genotipos DK2020Y y ZMT1 mostraron los mayores porcentajes de mazorcas infectadas visiblemente con el hongo. En las plantas enfermas se observó el desarrollo de las colonias fúngicas 
sobre los estilos y granos de la punta de la mazorca. La temperatura ambiente, considerada como un factor determinante para la infección por A. flavus, fue favorable y se mantuvo dentro del rango óptimo para el desarrollo del hongo (O’brian et al., 2007). Otro factor que favoreció la infección fue el estado fisiológico en que se inocularon las plantas. Tubajika et al. (2000) señalan a la fase en que el 50 % de los estigmas adquieren una coloración café amarillenta-verdosa como idónea para el desarrollo del patógeno. 
Los síntomas de las mazorcas infectadas se muestran en las fotografías de la Figura 1. Los daños más evidentes estuvieron altamente localizados en las zonas de aspersión del inóculo sobre las mazorcas. Las colonias se desarrollaron superficialmente sobre las hojas de cobertura del elote en los sitios de la aspersión y también a un nivel más interno en los granos. 
No se observaron signos del patógeno en zonas alejadas [image: ]
Figura 1. Signos de Aspergillus flavus L. en las mazorcas. La foto a la izquierda muestra la comparación entre controles (parte superior) y plantas inoculadas con el hongo (parte inferior); las fotos a la derecha muestran las masas de esporas en las puntas de la mazorca, entre los granos y entre las hojas.
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a las asperjadas, lo cual reflejó la limitada capacidad de infección a través de la planta y de un grano a otro. No obstante esta característica, se ha demostrado que la fuente de inóculo como conidias y esclerocios, permanece latente y en condiciones poscosecha de alta temperatura y humedad relativa puede llevarse a cabo el desarrollo fúngico con la consecuente producción de aflatoxinas (Scheidegger y Payne, 2003). 
Los resultados del porcentaje de grano infectado con A. flavus se muestran en el Cuadro 2. 
Cuadro 2. Porcentaje de grano infectado en plantas de cuatro genotipos de maíz inoculadas con Aspergillus flavus L. en el invernadero. Los genotipos H-443A y DK2020Y, reportados respectivamente como resistente y susceptible a la acumulación de aflatoxinas en campo, se consideraron como materiales de referencia. 
Genotipo Plantas sin Inocular Plantas Inoculadas 
ZMT1 0 ±0b* 11.57 ±10.57a ZMT2 0 ±0b 3.33 ±3.65ab H443A 0 ±0b 0.00 ±0.00b ZMS1 0 ±0b 1.45±2.25ab ZMS2 0 ±0b 6.16 ±8.12ab DK2020Y 0 ±0b 2.22±3.44ab 
*Medias ± desviación estándar seguidas de la misma letra no difieren estadísticamente (Tukey P<0.05). 
El genotipo ZMT1 mostró el mayor porcentaje de grano infectado, aunque estadísticamente sólo fue diferente a la variedad H-443A en las plantas inoculadas. En el resto de los genotipos no hubo diferencias significativas con los testigos, debido a la alta variabilidad en los resultados. 
Uno de los efectos más relevantes de la contaminación con A. flavus, es la concentración de aflatoxinas en el 
grano. Los resultados referentes a la evaluación de la acumulación de estas toxinas en los granos, se presentan en el Cuadro 3. 
Cuadro 3. Concentración de aflatoxinas en los granos (ppb) de cuatro genotipos de maíz inoculados con Aspergillus flavus L. en invernadero. Los genotipos H-443A y DK2020Y reportados respectivamente como resistente y susceptible a la acumulación de aflatoxinas en campo, se utilizaron como testigos. 
Genotipo Plantas sin Inocular Plantas Inoculadas 
ZMT1 1 ± 0b* 349 ± 369ab ZMT2 0 ± 0b 510 ± 14a H443A 0 ± 0b 0.5 ± 0.7b ZMS1 2 ± 0b 0 ± 0b ZMS2 1.5 ±0.7b 99 ± 129ab DK2020Y nd** 245 ± 120ab 
*Medias ± desviación estándar seguidas de la misma letra no difieren estadísticamente (Tukey P<0.05) 
**nd= no determinado 
La variedad DK2020Y acumuló en promedio 245 ppb, comparado con 0.5 ppb acumulados por H-443A, lo cual corresponden con lo citado por Reyes et al. (2008) con relación a su tolerancia a la acumulación de aflatoxinas en el campo y que puede atribuirse a la buena cobertura de las mazorcas observado en H-443A (Cuadro 4). 
 El resto de los genotipos fueron estadísticamente iguales a los testigos y entre sí. Los genotipos estudiados mostraron un comportamiento pre-cosecha diferente al observado durante el almacenamiento del grano. El genotipo ZMT1 obtuvo el mayor porcentaje de grano infectado y la mayor acumulación de aflatoxinas junto a ZMT2. Nuevamente, se presentó una alta variabilidad en los resultados lo cual, aunado al patrón natural de 
Cuadro 4. Características agronómicas de plantas de cuatro genotipos de maíz inoculadas con Aspergillus flavus L. en el invernadero. Se utilizaron como testigos los genotipos H-443A y DK2020Y, reportados respectivamente como resistente y susceptible a la acumulación de aflatoxinas en campo. 
Genotipo AP AM HP MP AT AR PBC (cm) (cm) (No.) (No.) (%) (%) (%) 
ZMT1 183.7±47.15b 84.9±20.1bc 11.6±1.89a 1.0±0.37a 9.52 4.76 100.00 ZMT2 226.9±41.88a 115.6±30.45a 12.4±2.43a 1.5±0.66a 0 0 100.00 H443A 191.1±27.47ab 95.1±11.81ab 13.2±1.95a 1.2±0.44a 0 0 100.00 ZMS1 136.3±31.92c 70.5±19.19c 7.7±1.28c 1.1±0.32a 0 11.11 83.33 ZMS2 170.4±19.4bc 70.4±15.99c 9.6±1.71b 1.1±0.34a 0 6.67 89.47 DK2020Y 205.3±17.62a 93.6±14.49ab 12.6±1.26a 1.5±0.52a 0 0 73.68 
Altura de la planta (AP); Altura de mazorca (AM); Hojas por planta (HP); Mazorcas por planta (MP); Acame de tallo (AT);Acame de raíz (AR); Plantas con buena cobertura (PBC).
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acumulación y distribución de las aflatoxinas en los granos, se debió al reducido número de muestras de análisis. 
Conclusiones 
Los datos obtenidos con la inoculación en invernadero en las condiciones de trabajo permitieron discriminar a los genotipos testigo H-443A como resistentes a la infección por Aspergillusflavus L. y a la acumulación de aflatoxinas del genotipo DK2020Y, reportado como susceptible, y de acuerdo a los resultados encontrados con los materiales de interés, ZMT1, ZMT2, ZMS1 y ZMS2, éstos no difieren entre sí en cuanto a la resistencia al patógeno y a la acumulación de aflatoxinas en pre-cosecha. 
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