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Introducción

En Venezuela, cerca de 
1,53×106 toneladas de maíz 
son procesadas anualmente 
para la producción de 
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1,05×106t de harina precocida 
para consumo humano. El 
venezolano consume ~37,8kg 
de harina de maíz per cápita 
por año, lo que la convierte 
en la primera fuente de 

calorías con un 14,4% de las 
calorías totales y la segunda 
fuente de proteínas con un 
9,6% (INN, 2007).

Las af latoxinas son com-
puestos secundarios producidos 

por algunas especies de mo-
hos del género Aspergillus 
que ejercen efectos tóxicos 
sobre los animales y los se-
res humanos. Dichos efectos 
sobre la salud animal y 

PALABRAS CLAVE / Aflatoxinas / Aspergillus flavus / ELISA / KSA / Mohos / Zea mays /
5HFLELGR��������������0RGL¿FDGR��������������$FHSWDGR�������������

EVALUACIÓN DE GERMOPLASMA TROPICAL DE MAÍZ PARA 
RESISTENCIA A Aspergillus flavus Y A LA PRODUCCIÓN DE 
AFLATOXINAS EN GRANO

Jesús Alezones, Miguel Asdrúbal Arcia y Alex González

RESUMEN

/DV� DÀDWR[LQDV� VRQ� FRPSXHVWRV� Wy[LFRV� \� FDUFLQRJpQLFRV�
SURGXFLGRV� SRU� FLHUWRV� PRKRV� GHO� JpQHUR� Aspergillus que re-
SUHVHQWDQ� XQD� DPHQD]D� SDUD� OD� VDOXG� GH� KXPDQRV� \� DQLPDOHV��
&RQ� HO� ¿Q� GH� LGHQWL¿FDU� IXHQWHV� GH� UHVLVWHQFLD� D� OD� FRORQL]D-
FLyQ� \� SURGXFFLyQ� GH� DÀDWR[LQDV�� ���� OtQHDV� GH� PDt]� IXHURQ�
LQRFXODGDV� FRQ� OD� FHSD� 2VSLQR� ,%� GH�$VSHUJLOOXV� ÀDYXV (AF) 
XVDQGR� OD� WpFQLFD� GH� kernel screen assay �.6$��� /RV� JUDQRV�
IXHURQ� GHVLQIHFWDGRV� VXSHU¿FLDOPHQWH� H� LQRFXODGRV� VXPHUJLpQ-
GRORV� HQ� XQD� VXVSHQVLyQ� GH� HVSRUDV� GHO� KRQJR� ��î��6� HVSRUDV�
PO��� /XHJR� IXHURQ� FRORFDGRV� HQ� SODFDV� PXOWLSR]RV� GH� SOiVWLFR�
\� VH� LQWURGXMHURQ� HQ� FiPDUD� K~PHGD� D� ���&� EDMR� XQ� GLVHxR�
FRPSOHWDPHQWH� DOHDWRUL]DGR� FRQ� RFKR� UHSHWLFLRQHV�� 7UDQVFX-
UULGRV� VLHWH� GtDV� ORV� JUDQRV� IXHURQ� FODVL¿FDGRV� LQGLYLGXDOPHQ-
WH� XVDQGR� XQD� HVFDOD� RUGLQDO�� $GLFLRQDOPHQWH�� VH� FXDQWL¿Fy�

HO� FRQWHQLGR� GH� DÀDWR[LQDV� %�� XVDQGR� OD� WpFQLFD� GH� (/,6$��
6H� HQFRQWUDURQ� GLIHUHQFLDV� DOWDPHQWH� VLJQL¿FDWLYDV� HQWUH� JH-
QRWLSRV� SDUD� FRORQL]DFLyQ� GH� JUDQR� SRU� $)� \� VH� LGHQWL¿Fy� XQ�
JUXSR� GH� RFKR� OtQHDV� FRQ� UHVLVWHQFLD� D� OD� FRORQL]DFLyQ�� 6H� RE-
VHUYy� TXH� ORV� JHQRWLSRV� GH� JUDQRV� DPDULOORV� SUHVHQWDEDQ� HQ�
SURPHGLR�PD\RU� UHVLVWHQFLD� TXH� ORV� EODQFRV�� OR�PLVPR� RFXUULy�
DO� FRPSDUDU�PDtFHV� GH� HQGRVSHUPR�QRUPDO� FRQ�PDtFHV� GH�DOWD�
FDOLGDG� SURWHLFD� �430��� $O� FRPSDUDU� HO� RULJHQ� GH� ODV� OtQHDV�
XVDGDV� VH� LGHQWL¿FDURQ� GRV� SREODFLRQHV� �$QWLJXD� 9HUDFUX]� ����
\�&RJROOHUR��FX\DV� OtQHDV�SUHVHQWDEDQ�HQ�SURPHGLR�YDORUHV�ED-
MRV� GH� FRORQL]DFLyQ�� $O� FXDQWL¿FDU� ODV� DÀDWR[LQDV� VH� HQFRQWUD-
URQ�QLYHOHV�DOWRV�GH�DÀDWR[LQDV� �KDVWD�����PJÂPO�����/D� FRUUHOD-
FLyQ�HQWUH�FRORQL]DFLyQ�SRU�$)�\�SURGXFFLyQ�GH�DÀDWR[LQDV� IXH�
SRVLWLYD��EDMD�\�QR� VLJQL¿FDWLYD� �U ������
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SUMMARY

WKH�DÀDWR[LQ� FRQWHQW�ZDV�GHWHUPLQHG�XVLQJ� WKH�(/,6$� WHFKQLTXH��
+LJKO\� VLJQL¿FDQW�GLIIHUHQFHV� IRU� IXQJDO�JURZWK� �)*��ZHUH� IRXQG�
EHWZHHQ� OLQHV�� (LJKW� LQEUHG� OLQHV� ZHUH� IRXQG� KLJKO\� UHVLVWDQW� WR�
)*�� ,W�ZDV�REVHUYHG� WKDW� OLQHV�ZLWK� \HOORZ�JUDLQV�ZHUH�PRUH� UH-
VLVWDQW� WKDQ� WKRVH� ZLWK� ZKLWH� JUDLQV�� WKH� VDPH� RFFXUULQJ� ZKHQ�
QRUPDO� DQG� TXDOLW\� SURWHLQ� PDL]H� �430�� OLQHV� ZHUH� FRPSDUHG��
&RPSDULQJ� LQEUHG¶V� RULJLQ� WZR� SRSXODWLRQV� ZHUH� IRXQG� �$QWL-
JXD� 9HUDFUX]� ���� \� &RJROOHUR�� ZKRVH� OLQHV� ZHUH� PRUH� UHVLVWDQW�
WKDQ� WKH� UHVW�� $ÀDWR[LQ� DFFXPXODWLRQ� ZDV� H[WUHPHO\� KLJK� �XS� WR�
����PJÂPO�����&RUUHODWLRQ�EHWZHHQ�$)�JURZWK�DQG�DÀDWR[LQ�DFFX-
PXODWLRQ�ZDV�SRVLWLYH�� ORZ�DQG�QRQ�VLJQL¿FDQW� �U �������

$ÀDWR[LQV� DUH� WR[LF� DQG� FDUFLQRJHQLF� FRPSRXQGV� SURGXFHG�
E\� WKH� IXQJXV� $VSHUJLOOXV� ÀDYXV� �$)��� 7KHVH� PHWDEROLWHV� DUH�
FRQVLGHUHG� D� VHULRXV� KHDOWK� SUREOHP� IRU� KXPDQV� DQG� DQLPDOV��
,Q� RUGHU� WR� LGHQWLI\� PDL]H� JHUPSODVP� ZLWK� HQKDQFHG� UHVLVWDQFH�
WR� FRORQL]DWLRQ� DQG� WR[LQ� SURGXFWLRQ�� ���� LQEUHG� OLQHV� ZHUH�
VFUHHQHG� ZLWK� kernel screen assay� �.6$�� LQ� YLWUR� PHWKRGRORJ\��
*UDLQV�ZHUH� VXSHU¿FLDOO\� GLVLQIHFWHG� DQG� LQRFXODWHG�ZLWK� DQ� $)�
VSRUH� VROXWLRQ�� 7KHVH� JUDLQV�ZHUH� LQWURGXFHG� LQ�PXOWLZHOO� SODWHV�
WKDW�ZHUH�NHSW� LQ�KXPLG�FKDPEHU�DW����&�XQGHU�D�FRPSOHWH� UDQ-
GRP� GHVLJQ� ZLWK� HLJKW� UHSOLFDWHV�� 6HYHQ� GD\V� ODWHU� WKH� JUDLQV�
ZKHUH� LQGLYLGXDOO\� VFRUHG� XVLQJ� DQ� RUGLQDO� VFDOH�� $GGLWLRQDOO\��

AVALIAÇÃO DE GERMOPLASMA TROPICAL DE MILHO PARA RESISTÊNCIA A $VSHUJLOOXV�ÀDYXV 
E À PRODUÇÃO DE AFLATOXINAS NO GRÃO
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GR� GH� DÀDWR[LQDV� %�� XVDQGR� D� WpFQLFD� GH� (/,6$�� (QFRQWUD-
UDP�VH� GLIHUHQoDV� DOWDPHQWH� VLJQL¿FDWLYDV� HQWUH� JHQyWLSRV�
SDUD� FRORQL]DomR� GH� JUmR� SRU� $)� H� VH� LGHQWL¿FRX� XP� JUXSR�
GH� RLWR� OLQKDV� FRP� UHVLVWrQFLD� j� FRORQL]DomR�� 2EVHUYRX�VH�
TXH� RV� JHQyWLSRV� GH� JUmRV� DPDUHORV� DSUHVHQWDYDP� HP� Pp-
GLD� PDLRU� UHVLVWrQFLD� TXH� RV� EUDQFRV�� R� PHVPR� RFRUUHX� DR�
FRPSDUDU� PLOKRV� GH� HQGRVSHUPR� QRUPDO� FRP� PLOKRV� GH� DOWD�
TXDOLGDGH� SURWHLFD� �430��� $R� FRPSDUDU� D� RULJHP� GDV� OLQKDV�
XVDGDV� VH� LGHQWL¿FDUDP� GXDV� SRSXODo}HV� �$QWLJXD� 9HUDFUX]�
���� H� &RJROOHUR�� FXMDV� OLQKDV� DSUHVHQWDYDP� HP� PpGLD� YDOR-
UHV� EDL[RV� GH� FRORQL]DomR�� $R� TXDQWL¿FDU� DV� DÀDWR[LQDV� VH�
HQFRQWUDUDP� QtYHLV� DOWRV� GH� DÀDWR[LQDV� �KDVWD� ����PJÂPO����� $�
FRUUHODomR� HQWUH� FRORQL]DomR� SRU� $)� H� SURGXomR� GH� DÀDWR[L-
QDV� IRL� SRVLWLYD�� EDL[D� H� QmR� VLJQL¿FDWLYD� �U �������

$V� DÀDWR[LQDV� VmR� FRPSRVWRV� Wy[LFRV� H� FDUFLQRJrQLFRV� SUR-
GX]LGRV� SRU� FHUWRV� IXQJRV� GR� JrQHUR� Aspergillus que repre-
VHQWDP� XPD� DPHDoD� SDUD� D� VD~GH� GH� KXPDQRV� H� DQLPDLV�� $�
¿P� GH� LGHQWL¿FDU� IRQWHV� GH� UHVLVWrQFLD� j� FRORQL]DomR� H� SUR-
GXomR� GH� DÀDWR[LQDV�� ���� OLQKDV� GH� PLOKR� IRUDP� LQRFXODGDV�
FRP� D� FHSD� 2VSLQR� ,%� GH� $VSHUJLOOXV� ÀDYXV� �$)�� XVDQGR� D�
WpFQLFD� GH� kernel screen assay� �.6$��� 2V� JUmRV� IRUDP� GHV-
LQIHWDGRV� VXSHU¿FLDOPHQWH� H� LQRFXODGRV� VXEPHUJLQGR�RV� HP�
XPD� VXVSHQVmR� GH� HVSRUDV� GR� IXQJR� ��î��6� HVSRUDV�PO��� /RJR�
IRUDP� FRORFDGRV� HP� SODFDV� PXOWLSRoRV� GH� SOiVWLFR� H� VH� LQ-
WURGX]LUDP� HP� FkPDUD� ~PLGD� D� ���&� VRE� XP� GHVHQKR� FRP-
SOHWDPHQWH� DOHDWRUL]DGR� FRP� RLWR� UHSHWLo}HV�� 7UDQVFRUULGRV�
VHWH� GLDV�RV� JUmRV� IRUDP�FODVVL¿FDGRV� LQGLYLGXDOPHQWH�XVDQGR�
XPD� HVFDOD� RUGLQDO�� $GLFLRQDOPHQWH�� VH� TXDQWL¿FRX� R� FRQWH~-

humana son conocidos como 
micotoxicosis, cuya gravedad 
depende de: la toxicidad del 
compuesto, del grado de ex-
posición, de la edad del in-
dividuo, así como de su es-
tado nut r icional y de los 
posibles efectos sinérgicos 
con otros compuestos quími-
cos a los que éste haya sido 
expuesto (Moss, 1996; 
Peraica, 1999).

Entre los efectos tóxicos de 
las af latoxinas pueden ser 
mencionados la supresión del 
sistema inmune, generación 
de mutaciones, efectos terato-
génicos y cáncer. La evalua-
ción de los resultados epide-
miológicos y de laboratorio 
llevados a cabo en 1993 por 
la Agencia Internacional de 

Investigaciones sobre el 
Cáncer (IARC, por sus siglas 
en inglés) demostró que exis-
ten suficientes datos que con-
firman el efecto carcinogénico 
de mezclas naturales de afla-
toxinas en el humano, las 
cuales se clasifican por ello 
como carcinogénicos de 
Grupo 1 (IARC, 1993).

Altos niveles de incidencia 
de $VSHUJLOOXV� IODYXV (AF) y 
aflatoxinas han sido reporta-
dos en Venezuela (Mazzani 
et al., 1999; Martínez y 
Medina-Martínez, 2000). Los 
primeros autores han reporta-
do niveles de af latoxinas en 
muestras de maíz bajo infes-
tación natural de hasta 
900ppb, con diferencias signi-
ficativas entre cultivares, lo 

que sugiere que existe cierto 
nivel de control genético por 
parte del hospedero para la 
colonización del grano y la 
producción de toxinas.

A nivel del grano se ha 
identificado una serie de pro-
ductos, principalmente proteí-
nas, que poseen un rol en la 
resistencia a AF y a la pro-
ducción de af latoxinas, aso-
ciadas a fuentes de tolerancia 
a estrés por parte de la planta 
de maíz (Brown et al., 2004). 
Comparando el perfil de pro-
teínas de líneas de maíz resis-
tentes y susceptibles bajo la 
influencia del hongo se iden-
tificaron mas de una docena 
que eran únicas o sobreexpre-
sadas al menos cinco veces 
en los genotipos resistentes 

(Chen et al., 2002). Estas pro-
teínas pueden ser clasificadas 
por la homología de la se-
cuencia de sus péptidos en 
tres grupos: i) proteínas de 
almacén como globulina 1, 
globulina 2 y proteínas abun-
dantes en la embriogénesis 
tardía LEA3 y LEA14 (late 
HPEULRJpQHVLV� DEXQGDQW� SUR-
WHLQV o LEAs); ii) proteínas 
relacionadas a estrés, como la 
aldosa reductasa, la antioxi-
dante peroxirredoxina, una 
proteína regulada por el frío, 
una proteína inducible por 
estrés hídrico, una peroxidada 
aniónica, una proteína glyoxa-
lasa I y varias proteínas pe-
queñas de choque térmico; y 
iii) proteínas antifúngicas, que 
incluyen inhibidores de 
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tripsina y proteínas relacionada 
a patogénesis (PR-10).

Guo et al. (1997) demostra-
ron que en el proceso de ger-
minación de la semilla de maíz 
se producen compuestos protei-
cos que confieren resistencia a 
AF, tales como la proteína in-
activadora del ribosoma (RIP), 
la cual modifica e inactiva ri-
bosomas foráneos, y las zea-
matinas que incrementan la 
permeabilidad de la pared celu-
lar del hongo. Esta proteína 
RIP ha sido encontrada en ni-
veles 50 a 100 veces inferiores 
en materiales de alta calidad 
proteica o QPM, al ser compa-
radas con sus isolíneas de cali-
dad proteica normal (Payne 
et al., 2002). Norton (1997) 
demostró que pigmentos en el 
endospermo (carotenoides) de 
maíces amarillos pueden dismi-
nuir la cantidad de aflatoxinas 
producida por AF�

Aunque existen muchas es-
trategias de manejo útiles para 
reducir el contenido de aflato-
xinas en granos de maíz, la 
más práctica y sustentable es el 
desarrollo de cultivares de 
maíz resistentes a la coloniza-
ción por el hongo $�� IODYXV y a 
la subsecuente producción de 
aflatoxinas, por lo que el obje-
tivo del presente trabajo fue 
evaluar germoplasma mejorado 
de maíz para resistencia a $��
IODYXV�con adaptabilidad a con-
diciones tropicales.

Materiales y Métodos

La investigación fue llevada 
a cabo en las instalaciones de 
Fundación para la Investigación 
Agrícola Danac, ubicada en 
San Javier, Yaracuy, Venezuela, 
en el Laboratorio de Protección 
Vegetal, con la colaboración 
del programa de mejoramiento 
genético de maíz.

*HUPRSODVPD� IXHQWH

Se usaron 32 semillas de 
cada una de las 103 líneas en-
docríadas de maíz blanco y 
amarillo provenientes del 
Centro Internacional de 
Mejoramiento de Maíz y Trigo 
(CIMMYT). Estos individuos 
se seleccionaron por: i) su alto 
nivel de endocría (S5-S12), 
ii) por ser líneas liberadas para 

zonas tropicales, iii) seleccio-
nadas con base a la resistencia 
a múltiples enfermedades, 
iv) por su buen comportamien-
to per se y alta capacidad com-
binatoria (líneas elite), y v) por 
sus muy diversos orígenes 
(CIMMYT, 1998).

Previo a la evaluación de 
resistencia, 103 genotipos fue-
ron sembrados en lotes experi-
mentales de Fundación Danac 
con el fin de garantizar sufi-
ciente semilla de buena calidad 
y alta integridad genética. 
Transcurridos los 125 días des-
pués de la siembra en campo, 
las mazorcas de mejor aspecto 
fueron secadas al sol hasta 
obtener una humedad de grano 
cercana al 12% y fueron trilla-
das. El grano obtenido se man-
tuvo en condiciones de tempe-
ratura y humedad controladas 
(14ºC y 50% HR) hasta el mo-
mento de su uso.

3UHSDUDFLyQ�GHO� LQyFXOR�GH�
$VSHUJLOOXV� IODYXV� �$)�

Se utilizó la cepa de AF 
Ospino I-B obtenida y purifi-
cada por Claudio Mazzani, 
debido a su alto poder de colo-
nización y a su alta producción 
de aflatoxinas (Alezones et al., 
2003; Mazzani et al., 2004). El 
material fue multiplicado en un 
sustrato compuesto de Jugo V8 
(5%) y agar (2%) e incubados 
por siete días a 30ºC en oscu-
ridad (Brown HW� DO�, 1993).

Para la preparación del inó-
culo se extrajeron del medio de 
cultivo discos de agar de 5mm 
de diámetro de las zonas donde 
el micelio del hongo era abun-
dante. Estos discos fueron in-
troducidos en viales con agua 
destilada y agitados vigorosa-
mente para suspender las espo-
ras a razón de 1 disco por cada 
5ml de agua destilada estéril. 

Con el f in de obtener una 
concentración de inóculo de 
4×106 esporas/ml se realizó la 
cuantificación de esporas en la 
mezcla usando el hematocitó-
metro bajo microscopio de luz 
y se ajustó la concentración 
añadiendo agua.

0pWRGR�GH� LQRFXODFLyQ

Para el monitoreo de las lí-
neas de maíz se utilizó el 

método in vitro desarrollado 
por Brown et al. (1993), cono-
cido como NHUQHO� VFUHHQ�DVVD\ 
(KSA), con modif icaciones 
menores. Para KSA, todos los 
granos a evaluar se esteriliza-
ron superficialmente mediante 
inmersión en etanol al 70% por 
4-5min. Posteriormente se rea-
lizó un enjuague rápido con 
agua destilada estéril, para lue-
go hacer tres lavados más, de 
1min cada uno, con agua des-
tilada estéril.

Los granos esterilizados fue-
ron inoculados sumergiéndolos 
en la suspensión de esporas del 
hongo. Después de inoculados, 
los granos se colocaron en pla-
cas multipozos (24 pozos) de 
plástico, a razón de un grano 
por pozo. Las placas se intro-
dujeron en una cámara húme-
da, compuesta por un conser-
vador de alimentos y una toalla 
de papel absorbente en el fon-
do saturada con agua destilada. 
Cada placa multipozo contenía 
seis unidades experimentales 
(UE), cada una constituida por 
cuatro semillas de maíz.

Finalmente, las cámaras hú-
medas con los granos inocula-
dos fueron llevados a una in-
cubadora con condiciones de 
temperatura y humedad contro-
ladas, donde fueron mantenidas 
por seis días a 30 ±1ºC en os-
curidad. Transcurrido este 
tiempo, los granos fueron cla-
sificados individualmente para 
crecimiento fúngico. Posterior 
al análisis de colonización por 
AF, los granos de cada UE se 
introdujeron en sobres de papel 
para ser secados en estufa a 
60ºC por dos días con el fin 
de detener la actividad del 
hongo.

'LVHxR� H[SHULPHQWDO� \�
YDULDEOHV�PHGLGDV

El diseño experimental fue 
completamente al azar con 103 
tratamientos y ocho repeticio-
nes para un total de 824 UE, 
cada una de ellas compuesta 
por cuatro semillas, para un 
total de 138 placas multipozos. 
Una de las variables medidas 
fue crecimiento fúngico en 
cada grano a través de una 
escala ordinal, donde 0= grano 
no infectado, 1= menos del 
25% del grano infectado, 2= 

menos del 50% del grano in-
fectado, 3= más del 50% del 
grano infectado y 4= grano 
completamente infectado. El 
resultado de la UE es el pro-
medio simple de las cuatro 
observaciones o granos, lo que 
da una medida cuantitativa del 
grado de colonización.

La otra variable medida fue 
el contenido de aflatoxinas B1, 
determinado por inmunoensayo 
enzimático (ELISA), lo que 
permitió conocer las partes por 
billón de aflatoxinas acumula-
das en cada tratamiento y ob-
servar la relación entre coloni-
zación y producción de 
toxinas.

Para la variable coloniza-
ción de grano se realizó análi-
sis de varianza, usando por 
separado como fuentes de va-
riación los casos líneas, color 
de grano, calidad proteica del 
endospermo y población de 
or igen. Adicionalmente, se 
realizaron pruebas de medias 
usando MDS al 1% en todos 
los casos. El contenido de 
aflatoxinas fue correlacionado 
con la colonización de grano 
usando el método no paramé-
trico de Spearman Rho.

&XDQWLILFDFLyQ�GH�DIODWR[LQDV�
SRU�(/,6$

Para la cuantificación de to-
xinas se usó el kit comercial 
RIDASCREEN® FAST AFLA-
TOXIN, de R-Biopharm AG. 
Esta metodología constó de 
tres partes fundamentales:

([WUDFFLyQ� GH� WR[LQDV. Cada 
muestra de maíz inoculado fue 
colocada en una licuadora co-
mún con una solución de meta-
nol/agua (70/30) en una rela-
ción peso volumen 1:5, agitada 
vigorosamente durante 2min y 
filtrada usando papel de filtro 
Whatman Nº 1.

El filtrado obtenido se clari-
ficó haciéndolo pasar por co-
lumnas de limpieza (Aflatoxin 
Clean Up Column de 
R-Biopharm AG) que contie-
nen sílica gel, hasta obtener 
más de 4ml de extracto clari-
f icado. Poster iormente se 
transfirió 1ml de extracto a un 
tubo de ensayo limpio y se 
diluyó añadiéndole 1ml de 
agua destilada.
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5HDFFLyQ� LQPXQRHQ]LPiWLFD. 
Los pozos de la placa multicel-
da contenían el anticuerpo ad-
herido, al cual se le agregaron 
��ȝO�GH� HVWiQGDU�R�GH� OD�PXHV-
tra a analizar clarificada; pos-
WHULRUPHQWH� VH� DJUHJDURQ� ��ȝO�
más del conjugado aflatoxinas-
HQ]LPD� \� ��ȝO� GHO� DQWLFXHUSR�
anti-aflatoxinas, se mezcló sua-
vemente el contenido de la 
placa y se incubó durante 
10min. Se limpiaron los pozos 
con agua destilada y se seca-
ron golpeándolos contra papel 
absorbente tres veces. Una vez 
secos se agregó el sustrato cro-
mógeno, se dejó incubar por 
5min en la oscuridad y se aña-
dió la solución detenedora de 
la reacción.

&XDQWLILFDFLyQ� GH� ODV� WR[L-
QDV. Se midió la absorción a 
450nm en un lector electrónico 
de ELISA cuya salida son los 
valores de absorbancia de cada 
muestra y de los estándares. 
Con estos datos y el software 
RIDASOFT Win® (R-Biopharm 
Rhone, 2001) se generó una 
curva de calibración y se esti-
maron los valores de las mues-
tras experimentales. Los están-
dares usados poseen 0, 2, 5, 15 
y 45ppb de aflatoxinas en una 
solución de metanol.

Debido a los altos niveles de 
aflatoxinas esperados al usar la 
metodología KSA y la cepa 
Ospino I-B, se realizaron ensa-
yos previos para estimar el 
número de diluciones seriadas 
necesarias para poder analizar 
las muestras con los estuches 
comerciales (nivel máximo de 
45ppb). En ese sentido, se 
tomó la muestra más coloniza-
da en cada ensayo y luego de 
la extracción de toxinas se hi-
cieron diluciones seriadas hasta 
que la misma presentara valo-
res de absorbancia equivalentes 
a las 45ppb de aflatoxinas; con 
ese factor de dilución se trató 
al resto de las muestras para 
realizar la cuantificación de 
aflatoxinas.

Resultados y Discusión

&RORQL]DFLyQ�GHO� JUDQR

Al realizar el análisis de va-
rianza mediante el procedi-
miento )LW0RGHO del software 

JMP 7.0.2 (SAS Institute, 
2007) se encontraron diferen-
cias altamente significativas 
entre las líneas de maíz 
�3�������� XQ� FRHILFLHQWH� GH� YD-
riación (CV= 9,7%) y una me-
dia real= 1,76. La prueba de 
medias ar rojó un grupo de 
ocho líneas ‘resistentes’ con 
bajos valores de colonización y 
que superan significativamente 
en resistencia al testigo resis-
tente CML-176 y 11 líneas con 
alta susceptibilidad al desarro-
llo del hongo (Tabla I).

Al analizar el efecto del co-
lor de grano (blanco YV amari-
llo) y la calidad nutricional del 
grano (normal vs QPM) con el 
procedimiento )LW� <� E\� ; del 
software JMP 7.0.2 (SAS 
Institute, 2007) se encontró 
que los cultivares de granos 
amarillos son en promedio sig-
nificativamente más resistentes 
que los blancos, con un índice 
de colonización de 1,67 y 1,85 
respectivamente (valores ajusta-
dos de 1,49 YV 1,54; Figura 1a); 
estos resultados coinciden con 
lo encontrado por Norton 
(1997) e indican un posible 

efecto inhibidor de los carote-
noides sobre el crecimiento del 
hongo. También se observó que 
los materiales normales son en 
promedio significativamente 
más resistentes que los QPM,. 
con un índice de colonización 
de 1,76 y 1,83 respectivamente 
(valores ajustados de 1,50 YV 
1,55; Figura 1b). Esto coincide 
con lo encontrado por Guo 
et al. (1997) y Payne et al. 
(2002) y puede estar relaciona-
do con los menores niveles de 
proteína RIP en cultivares 
QPM. Adicionalmente, se ob-
servó una gran dispersión de 
los datos, indicando que se 
pueden tener diferentes niveles 
de resistencia a pesar del color 

o la calidad nutricional del 
grano, sugiriendo la presencia 
de mecanismos alternos de 
defensa.

Se evaluó la influencia de la 
población de origen en la colo-
nización de grano en aquellas 
poblaciones que estaban repre-
sentadas con al menos tres lí-
neas homocigotasde maíz en el 
ensayo. En ese sentido se iden-
tificaron dos poblaciones de 
amplia base genética 
(Población 24 y Población 36) 
que poseen los menores valores 
de colonización (Tabla II). 
Asimismo, en la Figura 2 se 
observa una gran dispersión de 
los datos obtenidos dentro de 
cada una de las poblaciones de 

TABLA I
LÍNEAS DE MAÍZ 
AGRUPADAS POR 
RESISTENCIA O 

SUSCEPTIBILIDAD A 
LA COLONIZACIÓN DE 
GRANO POR Aspergillus 
IODYXV POR PRUEBA DE 

MEDIAS MDS 5%
Líneas de 

maíz Estatus IC*

CML-476 Resistente 0,50
CML-1 Resistente 0,63
CML-274 Resistente 0,69
CML-287 Resistente 0,78
CML-20 Resistente 0,81
CML-493 Resistente 0,84
CML-397 Resistente 0,91
CML-409 Resistente 1,22
CML-176** Testigo 1,35
CML-159 Susceptible 2,06
CML-168 Susceptible 2,25
CML-407 Susceptible 2,66
CML-247 Susceptible 2,69
CML-497 Susceptible 2,95
CML-190 Susceptible 3,13
CML-7 Susceptible 3,19
CML-426 Susceptible 3,25
CML-448 Susceptible 3,43
CML-398 Susceptible 3,47
CML-481 Susceptible 3,50
* Índice de colonización, ** testigo 
reportado como resistente por Betrán 
et al. (2002).
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Figura 1. Colonización del grano por $VSHUJLOOXV� IODYXV� (AF). a: distribución 
de la colonización por AF por color de grano (A: amarillos, B: blancos). b: 
Distribución de la colonización por calidad nutricional del grano (N: normal, 
Q: TXDOLW\� SURWHtQD�PDL]H).
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resultó baja (Spearman Rho= 
0,11) y no signif icativa 
(Prob>|Rho|= 0,3026). Estos 
valores ponen de evidencia la 
presencia de ciertos genotipos 
resistentes a colonización pero 
con una alta concentración de 
aflatoxinas y de genotipos sus-
ceptibles con alta colonización 
pero con baja concentración de 
af latoxinas; resultados que 
coinciden con los de Brown 
HW� DO�� (2001). Entre estos geno-
tipos destacan las líneas sus-
ceptibles a colonización CML-
7 y CML-190, con índices de 
colonización (IC) de 3,18 y 
3,13 respectivamente y con ni-
veles de af latoxinas relativa-
mente bajos de 0,56 y 
1,65mg·ml-1. Por otra parte, la 
línea CML-400 con un IC in-
termedio de 2,63 presentó los 
valores más altos del ensayo 
(11,5mg·ml-1).

En otro trabajo donde se usa 
esta metodología (Brown et al., 
1997) se demostró una estrecha 
relación entre producción de 
aflatoxinas y crecimiento fún-
gico, indicando posiblemente 
que dicha correlación, que pa-
reciera resultar lógica, no es 
constante y depende de otros 
factores no identificados.

Otra teoría indicaría que los 
mecanismos responsables de la 
resistencia a la colonización y 
a la producción de aflatoxinas 
son independientes, lo cual 
coincide con lo encontrado por 
Huang HW� DO�� (1997), quienes 
identificaron dos proteínas en 
la línea de maíz resistente Tex6 
con distintos modos de acción 
sobre AF y la síntesis de afla-
toxinas; el primer compuesto 
inhibía el desarrollo del hongo 
(AFGI) y por ende la produc-
ción de toxinas, mientras que 
el segundo inhibía la síntesis 
de toxinas (ABI) sin afectar el 
desarrollo del hongo.

Conclusiones

Usando la metodología 
KSA se identif icaron ocho 
líneas de maíz con alta resis-
tencia a la colonización por 
$VSHUJLOOXV� I ODYXV (AF), que 
pueden ser usadas para la 
obtención de nuevas líneas e 
híbridos. Asimismo, se identi-
ficaron 11 líneas con alta sus-
ceptibilidad al hongo. Todas 
estas líneas son adaptadas a 
la producción en el trópico y 
pueden, en un futuro, ser usa-
das para estudios de modo de 

C
ol

on
iz

ac
ió

n 
po

r 
A

sp
er

g
ill

us
 fl

av
us

0.0

1.0

2.0

3.0

4.0

P
21

P
22

P
24

P
25

Q

P
26

Q

P
27

P
32

P
36

P
43

P
62

P
O

24

R
C

W

S
A

 T
S

R

Población de origen

Each Pair
Student’s t
0.05

Figura 2. Efecto de la población de origen de la línea de maíz sobre la co-
lonización de grano por $VSHUJLOOXV� IODYXV.

TABLA II
RESULTADOS DE LA PRUEBA DE MEDIAS (MDS 5%) PARA LA COLONIZACIÓN DE GRANO 

POR $VSHUJLOOXV� IODYXV SOBRE LÍNEAS DE MAÍZ AGRUPADAS POR SU POBLACIÓN DE ORIGEN
Población de origen * MDS 5% IC** Descripción*
Pool 24 (PO24) A 2,26 Maíces tropicales de color de grano blanco, tardío y dentado mejorado para resis-

tencia a 6SRGRSWHUD� IUXJLSHUGD, compuesto por Tuxpeño de México y tardíos de 
Centroamérica.

Población SA TSR (SA TSR) A B 1,97 Población de grano amarillo desarrollada para suelos ácidos.
Población 32 (P32) B C 1,99 Conocida como ‘ETO blanco’, es una población de maíz blanco duro mejorada para 

zonas tropicales, de capacidad combinatoria con materiales de la raza Tuxpeño.
Población 22 (P22) B C 1,82 Conocida como ‘mezcla tropical blanca’, población de maíz blanco semi dentada 

tardía, mejorada para zonas tropicales y resistencia a 3HURQRVFOHURVSRUD� VRUJKL.
Población 26q (P26Q) B C 1,61 Conocida como ‘mezcla amarilla QPM’ de granos amarillos tipo duro, de excelente 

comportamiento en el trópico y seleccionada para precocidad y resistencia a la 
pudrición de mazorca. Granos con alta calidad proteica.

Población 25q(P25Q) B C 1,64 Población de grano amarillo tipo duro con alta calidad proteica.
Población 43(P43) B C 1,76 Conocida como ‘La Posta’, población de maíz blanco dentado tardía, de buen com-

portamiento en zonas tropicales.
Población 62(P62) 1,7 No disponible
Población 21(P21) B C 1,79 Conocida como ‘Tuxpeño-1’, población de maíz blanco dentado tardía, de excelente 

comportamiento en zonas tropicales, tolerante a enfermedades foliares.
Población rcw (RCW) B C 2,00 No disponible
Población 27(P27) C 1,59 Conocida como ‘Amarillo Cristalino-1’, población de grano amarillo de tipo duro, 

de buen comportamiento en el trópico y tolerante a enfermedades foliares.
Población 36 (P36) C D 1,32 Conocida como ‘Cogollero’, población de granos amarillos de tipo semi dentado 

tardío, de buen comportamiento en el trópico y tolerante a daño por insectos.
Población 24 (P24) D 1,08 Conocida como ‘Antigua Veracruz 181’,población de grano amarillo de tipo semi 

dentado tardío, de buen comportamiento en el trópico y tolerante a daño por 
6SRGRSWHUD� IUXJLSHUGD.

* CIMMYT (1998), ** índice de colonización.

maíz, lo que es de esperarse ya 
que las mismas poseen una 
amplia base genética producto 
del trabajo de pre-mejoramien-
to (CIMMYT, 1998).

3URGXFFLyQ�GH�DIODWR[LQDV

Los niveles de af latoxinas 
detectados en el ensayo oscila-
ron entre 0,02 y 11,5mg·ml-1, lo 
cual es elevado al compararlos 
con otros trabajos en donde se 
usa esta metodología (Brown 
et al., 1993, 1995, 1997, 2001; 
Mazzani et al., 2004), donde los 
niveles máximos de aflatoxinas 

alcanzados están entre 0,003 y 
0,068mg·ml-1. Esto pudo ocurrir 
por ciertos cambios en la meto-
dología, por la alta capacidad 
toxigénica de la cepa Ospino IB 
o por el uso de diferentes geno-
tipos de maíz.

Al realizar correlaciones en-
tre los valores obtenidos para 
colonización de grano por AF 
y el contenido de af latoxinas 
utilizando la metodología de 
Spearman Rho, se encontró 
que existe una correlación po-
sitiva entre el contenido de 
af latoxinas y la colonización 
por AF. Dicha correlación 
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herencia, detección de QTL’s, 
estudios de proteómica y/o 
genómica relacionados a la 
resistencia.

Se recomienda el uso de las 
poblaciones 24 y 36 del 
CIMMYT, conocidas como 
‘Antigua Veracruz 181’ y 
‘Cogollero’, que debido a su 
amplia base genética pueden 
emplearse como base para me-
joramiento mediante selección 
recurrente y/o obtención de 
nuevas líneas.

La mayor resistencia de las 
líneas de grano amarillo con 
respecto a las de grano blan-
co, confirma un posible efecto 
de los carotenoides sobre el 
crecimiento del hongo. Por 
otra parte, la mayor resistencia 
de las líneas de endospermo 
normal con respecto a las lí-
neas QPM se debe probable-
mente a los menores niveles 
de proteína RIP en cultivares 
QPM. Sin embargo, también 
fueron observados cultivares 
de este tipo que expresan alta 
resistencia, lo que puede indi-
car mecanismos alternos de 
defensa que deben ser 
estudiados.

En cuanto a la producción 
de af latoxinas, se puede con-
cluir que los altos niveles en-
contrados, causados por la 
alta capacidad af latoxigénica 
de la cepa Ospino IB, difie-
ren significativamente de lo 
encontrado en la bibliografía 
cuando se usa la metodología 
KSA. Por esta razón se sugie-
re hacer modificaciones como 
las realizadas por Mazzani 
et al. (2006) que permitan 
obtener mejores resultados 
(disminución de días de incu-
bación, control de la hume-
dad, empleo de un aislado 

menos toxigénico de AF, en-
tre otros).

La ausencia de correlación 
significativa entre colonización 
y producción de toxinas puede 
sugerir que la colonización 
por el hongo y la acumulación 
de aflatoxinas es resultado de 
dos mecanismos genéticos 
diferentes.
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