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EVALUACION DE GERMOPLASMA TROPICAL DE MAIZ PARA

RESISTENCIA A Aspergillus flavus Y A LA PRODUCCION DE

AFLATOXINAS EN GRANO

Jesus Alezones, Miguel Asdribal Arcia y Alex Gonzalez

RESUMEN

Las aflatoxinas son compuestos toxicos y carcinogénicos
producidos por ciertos mohos del género Aspergillus que re-
presentan una amenaza para la salud de humanos y animales.
Con el fin de identificar fuentes de resistencia a la coloniza-
cion y produccion de aflatoxinas, 103 lineas de maiz fueron
inoculadas con la cepa Ospino IB de Aspergillus flavus (4F)
usando la técnica de kernel screen assay (KSA). Los granos
fueron desinfectados superficialmente e inoculados sumergién-
dolos en una suspension de esporas del hongo (4x10° esporas/
ml). Luego fueron colocados en placas multipozos de plastico
y se introdujeron en camara humeda a 30°C bajo un diseiio
completamente aleatorizado con ocho repeticiones. Transcu-
rridos siete dias los granos fueron clasificados individualmen-
te usando una escala ordinal. Adicionalmente, se cuantifico

el contenido de aflatoxinas Bl usando la técnica de ELISA.
Se encontraron diferencias altamente significativas entre ge-
notipos para colonizacion de grano por AF y se identifico un
grupo de ocho lineas con resistencia a la colonizacion. Se ob-
servo que los genotipos de granos amarillos presentaban en
promedio mayor resistencia que los blancos; lo mismo ocurrio
al comparar maices de endospermo normal con maices de alta
calidad proteica (OPM). Al comparar el origen de las lineas
usadas se identificaron dos poblaciones (Antigua Veracruz 181
y Cogollero) cuyas lineas presentaban en promedio valores ba-
jos de colonizacion. Al cuantificar las aflatoxinas se encontra-
ron niveles altos de aflatoxinas (hasta 11,5mg-ml”’). La correla-
cion entre colonizacion por AF y produccion de aflatoxinas fue
positiva, baja y no significativa (r= 0,11)

Introduccion

En Venezuela, cerca de
1,53x10°¢ toneladas de maiz
son procesadas anualmente
para la produccion de

1,05x10° de harina precocida
para consumo humano. El
venezolano consume ~37,8kg
de harina de maiz per capita
por afio, lo que la convierte
en la primera fuente de

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

Las aflatoxinas son com-
puestos secundarios producidos

por algunas especies de mo-
hos del género Aspergillus
que ejercen efectos toxicos
sobre los animales y los se-
res humanos. Dichos efectos
sobre la salud animal y
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ASSESSMENT OF TROPICAL MAIZE GERMPLASM FOR RESISTANCE TO Aspergillus flavus

AND AFLATOXIN PRODUCTION IN GRAIN
Jests Alezones, Miguel Asdribal Arcia and Alex Gonzalez

SUMMARY

Aflatoxins are toxic and carcinogenic compounds produced
by the fungus Aspergillus flavus (AF). These metabolites are
considered a serious health problem for humans and animals.
In order to identify maize germplasm with enhanced resistance
to colonization and toxin production, 103 inbred lines were
screened with kernel screen assay (KSA) in vitro methodology.
Grains were superficially disinfected and inoculated with an AF
spore solution. These grains were introduced in multiwell plates
that were kept in humid chamber at 30°C under a complete ran-
dom design with eight replicates. Seven days later the grains
where individually scored using an ordinal scale. Additionally,

the aflatoxin content was determined using the ELISA technique.
Highly significant differences for fungal growth (FG) were found
between lines. Eight inbred lines were found highly resistant to
FG. It was observed that lines with yellow grains were more re-
sistant than those with white grains, the same occurring when
normal and quality protein maize (QPM) lines were compared.
Comparing inbred’s origin two populations were found (Anti-
gua Veracruz 181 y Cogollero) whose lines were more resistant
than the rest. Aflatoxin accumulation was extremely high (up to
11,5mg-ml!). Correlation between AF growth and aflatoxin accu-
mulation was positive, low and non significant (r= 0,11).

AVALIACAO DE GERMOPLASMA TROPICAL DE MILHO PARA RESISTENCIA A Aspergillus flavus

E A PRODUCAO DE AFLATOXINAS NO GRAO
Jesus Alezones, Miguel Asdribal Arcia e Alex Gonzalez

RESUMO

As aflatoxinas sdo compostos toxicos e carcinogénicos pro-
duzidos por certos fungos do género Aspergillus que repre-
sentam uma ameag¢a para a saude de humanos e animais. A
fim de identificar fontes de resisténcia a coloniza¢do e pro-
ducgdo de aflatoxinas, 103 linhas de milho foram inoculadas
com a cepa Ospino IB de Aspergillus flavus (4F) usando a
técnica de kernel screen assay (KSA). Os grdos foram des-
infetados superficialmente e inoculados submergindo-os em
uma suspensdo de esporas do fungo (4x10° esporas/ml). Logo
foram colocados em placas multipogos de pldstico e se in-
troduziram em cdmara umida a 30°C sob um desenho com-
pletamente aleatorizado com oito repeti¢des. Transcorridos
sete dias os grdos foram classificados individualmente usando
uma escala ordinal. Adicionalmente, se quantificou o conteu-

do de aflatoxinas Bl usando a técnica de ELISA. Encontra-
ram-se diferengas altamente significativas entre genotipos
para colonizagdo de grdo por AF e se identificou um grupo
de oito linhas com resisténcia a colonizagdo. Observou-se
que os genotipos de grdos amarelos apresentavam em mé-
dia maior resisténcia que os brancos, o mesmo ocorreu ao
comparar milhos de endospermo normal com milhos de alta
qualidade proteica (QPM). Ao comparar a origem das linhas
usadas se identificaram duas populagoes (Antigua Veracruz
181 e Cogollero) cujas linhas apresentavam em média valo-
res baixos de colonizagdo. Ao quantificar as aflatoxinas se
encontraram niveis altos de aflatoxinas (hasta 11,5mg-ml”’). A
correlagdo entre coloniza¢do por AF e produgdo de aflatoxi-
nas foi positiva, baixa e ndo significativa (r= 0,11).

humana son conocidos como Investigaciones sobre el

que sugiere que existe cierto (Chen et al., 2002). Estas pro-

micotoxicosis, cuya gravedad
depende de: la toxicidad del
compuesto, del grado de ex-
posicion, de la edad del in-
dividuo, asi como de su es-
tado nutricional y de los
posibles efectos sinérgicos
con otros compuestos quimi-
cos a los que éste haya sido
expuesto (Moss, 1996;
Peraica, 1999).

Entre los efectos toxicos de
las aflatoxinas pueden ser
mencionados la supresion del
sistema inmune, generacion
de mutaciones, efectos terato-
génicos y cancer. La evalua-
cion de los resultados epide-
miologicos y de laboratorio
llevados a cabo en 1993 por
la Agencia Internacional de
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Cancer (IARC, por sus siglas
en inglés) demostrd 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 Aspergillus flavus (AF) y
aflatoxinas han sido reporta-
dos en Venezuela (Mazzani
et al., 1999; Martinez y
Medina-Martinez, 2000). Los
primeros autores han reporta-
do niveles de aflatoxinas en
muestras de maiz bajo infes-
tacion natural de hasta
900ppb, con diferencias signi-
ficativas entre cultivares, lo

nivel de control genético por
parte del hospedero para la
colonizacién del grano y la
produccion de toxinas.

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

teinas pueden ser clasificadas
por la homologia de la se-
cuencia de sus péptidos en
tres grupos: i) proteinas de
almacén como globulina 1,
globulina 2 y proteinas abun-
dantes en la embriogénesis
tardia LEA3 y LEA14 (late
embriogénesis abundant pro-
teins o LEAS); ii) proteinas
relacionadas a estrés, como la
aldosa reductasa, la antioxi-
dante peroxirredoxina, una
proteina regulada por el frio,
una proteina inducible por
estrés hidrico, una peroxidada
anionica, una proteina glyoxa-
lasa I y varias proteinas pe-
quefas de choque térmico; y
iii) proteinas antiflingicas, que
incluyen inhibidores de

NOVEMBER 2014, vOL. 39 N° 11 JIWERCIENCIA



tripsina y proteinas relacionada
a patogénesis (PR-10).

Guo et al. (1997) demostra-
ron que en el proceso de ger-
minacion de la semilla de maiz
se producen compuestos protei-
cos que confieren resistencia a
AF, tales como la proteina in-
activadora del ribosoma (RIP),
la cual modifica e inactiva ri-
bosomas foraneos, y las zea-
matinas que incrementan la
permeabilidad de la pared celu-
lar del hongo. Esta proteina
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 isolineas de cali-
dad proteica normal (Payne
et al., 2002). Norton (1997)
demostrd que pigmentos en el
endospermo (carotenoides) de
maices amarillos pueden dismi-
nuir la cantidad de aflatoxinas
producida por AF.

Aunque existen muchas es-
trategias de manejo ttiles para
reducir el contenido de aflato-
xinas en granos de maiz, la
mas practica y sustentable es el
desarrollo de cultivares de
maiz resistentes a la coloniza-
cion por el hongo 4. flavus y a
la subsecuente produccion de
aflatoxinas, por lo que el obje-
tivo del presente trabajo fue
evaluar germoplasma mejorado
de maiz para resistencia a 4.
flavus con adaptabilidad a con-
diciones tropicales.

Materiales y Métodos

La investigacion fue llevada
a cabo en las instalaciones de
Fundacién para la Investigacion
Agricola Danac, ubicada en
San Javier, Yaracuy, Venezuela,
en el Laboratorio de Proteccion
Vegetal, con la colaboracion
del programa de mejoramiento
genético de maiz.

Germoplasma fuente

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

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

Previo a la evaluacion de
resistencia, 103 genotipos fue-
ron sembrados en lotes experi-
mentales de Fundacién Danac
con el fin de garantizar sufi-
ciente semilla de buena calidad
y alta integridad genética.
Transcurridos los 125 dias 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
(14°C y 50% HR) hasta el mo-
mento de su uso.

Preparacion del inéculo de
Aspergillus flavus (AF)

Se utiliz6é la cepa de AF
Ospino I-B obtenida y purifi-
cada por Claudio Mazzani,
debido a su alto poder de colo-
nizacion y a su alta produccion
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 dias a 30°C en oscu-
ridad (Brown et al., 1993).

Para la preparacion del ino-
culo se extrajeron del medio de
cultivo discos de agar de Smm
de diametro 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 razon de 1 disco por cada
Sml de agua destilada estéril.

Con el fin de obtener una
concentracion de inéculo de
4x10° esporas/ml se realizo la
cuantificacion de esporas en la
mezcla usando el hematocito-
metro bajo microscopio de luz
y se ajustd la concentracion
anadiendo agua.

Método de inoculacion

Para el monitoreo de las li-
neas de maiz se utilizd el
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método in vitro desarrollado
por Brown et al. (1993), cono-
cido como kernel screen assay
(KSA), con modificaciones
menores. Para KSA, todos los
granos a evaluar se esteriliza-
ron superficialmente mediante
inmersion en etanol al 70% por
4-5min. Posteriormente se rea-
liz6 un enjuague rapido con
agua destilada estéril, para lue-
go hacer tres lavados mas, de
Imin cada uno, con agua des-
tilada estéril.

Los granos esterilizados fue-
ron inoculados sumergiéndolos
en la suspension de esporas del
hongo. Después de inoculados,
los granos se colocaron en pla-
cas multipozos (24 pozos) de
pléastico, a razén de un grano
por pozo. Las placas se intro-
dujeron en una camara hiime-
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 contenia
seis unidades experimentales
(UE), cada una constituida por
cuatro semillas de maiz.

Finalmente, las camaras hu-
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 dias a 30 +1°C en os-
curidad. Transcurrido este
tiempo, los granos fueron cla-
sificados individualmente para
crecimiento fingico. Posterior
al analisis de colonizacion por
AF, los granos de cada UE se
introdujeron en sobres de papel
para ser secados en estufa a
60°C por dos dias con el fin
de detener la actividad del
hongo.

Diserio experimental y
variables medidas

El disefio 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 fingico 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= mas 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 colonizacion.

La otra variable medida fue
el contenido de aflatoxinas Bl,
determinado por inmunoensayo
enzimatico (ELISA), lo que
permitié conocer las partes por
billén de aflatoxinas acumula-
das en cada tratamiento y ob-
servar la relacion entre coloni-
zacion y produccion de
toxinas.

Para la variable coloniza-
cion de grano se realiz6 anali-
sis de varianza, usando por
separado como fuentes de va-
riacion los casos lineas, color
de grano, calidad proteica del
endospermo y poblacion de
origen. Adicionalmente, se
realizaron pruebas de medias
usando MDS al 1% en todos
los casos. El contenido de
aflatoxinas fue correlacionado
con la colonizaciéon de grano
usando el método no paramé-
trico de Spearman Rho.

Cuantificacion de aflatoxinas
por ELISA

Para la cuantificacion de to-
xinas se usé el kit comercial
RIDASCREEN® FAST AFLA-
TOXIN, de R-Biopharm AG.
Esta metodologia constd de
tres partes fundamentales:

Extraccion de toxinas. Cada
muestra de maiz inoculado fue
colocada en una licuadora co-
mun con una solucion de meta-
nol/agua (70/30) en una rela-
cioén peso volumen 1:5, agitada
vigorosamente durante 2min y
filtrada usando papel de filtro
Whatman N° 1.

El filtrado obtenido se clari-
ficd haciéndolo pasar por co-
lumnas de limpieza (Aflatoxin
Clean Up Column de
R-Biopharm AG) que contie-
nen silica gel, hasta obtener
mas de 4ml de extracto clari-
ficado. Posteriormente se
transfirio 1ml de extracto a un
tubo de ensayo limpio y se
diluyo afiadiéndole 1ml de
agua destilada.
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Reaccion inmunoenzimdatica.
Los pozos de la placa multicel-
da contenian el anticuerpo ad-
herido, al cual se le agregaron
50ul de estandar o de la mues-
tra a analizar clarificada; pos-
teriormente se agregaron 50ul
mas del conjugado aflatoxinas-
enzima y 50ul del anticuerpo
anti-aflatoxinas, se mezclo sua-
vemente el contenido de la
placa y se incubd durante
10min. Se limpiaron los pozos
con agua destilada y se seca-
ron golpeandolos contra papel
absorbente tres veces. Una vez
secos se agregd el sustrato cro-
mogeno, se dejo incubar por
Smin en la oscuridad y se ana-
di6 la solucion detenedora de
la reaccion.

Cuantificacion de las toxi-
nas. Se midio la absorcion a
450nm en un lector electronico
de ELISA cuya salida son los
valores de absorbancia de cada
muestra y de los estandares.
Con estos datos y el software
RIDASOFT Win® (R-Biopharm
Rhone, 2001) se generd una
curva de calibracion y se esti-
maron los valores de las mues-
tras experimentales. Los estan-
dares usados poseen 0, 2, 5, 15
y 45ppb de aflatoxinas en una
solucion de metanol.

Debido a los altos niveles de
aflatoxinas esperados al usar la
metodologia KSA y la cepa
Ospino I-B, se realizaron ensa-
yos previos para estimar el
niamero de diluciones seriadas
necesarias para poder analizar
las muestras con los estuches
comerciales (nivel maximo de
45ppb). En ese sentido, se
tomé la muestra mas coloniza-
da en cada ensayo y luego de
la extraccion 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 dilucion se tratd
al resto de las muestras para
realizar la cuantificacion de
aflatoxinas.

Resultados y Discusion
Colonizacion del grano
Al realizar el analisis de va-

rianza mediante el procedi-
miento FitModel del software
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JMP 7.0.2 (SAS Institute,
2007) se encontraron diferen-
cias altamente significativas
entre las lineas de maiz
(P<0,01), un coeficiente de va-
riacién (CV= 9,7%) y una me-
dia real= 1,76. La prueba de
medias arrojo un grupo de
ocho lineas ‘resistentes’ con
bajos valores de colonizacion y
que superan significativamente
en resistencia al testigo resis-
tente CML-176 y 11 lineas con
alta susceptibilidad al desarro-
llo del hongo (Tabla I).

Al analizar el efecto del co-
lor de grano (blanco vs amari-
llo) y la calidad nutricional del
grano (normal vs QPM) con el
procedimiento Fit Y by X del
software JMP 7.0.2 (SAS
Institute, 2007) se encontrd
que los cultivares de granos
amarillos son en promedio sig-
nificativamente mas resistentes
que los blancos, con un indice
de colonizacion de 1,67 y 1,85
respectivamente (valores ajusta-
dos de 1,49 vs 1,54; Figura la);
estos resultados coinciden con
lo encontrado por Norton
(1997) e indican un posible

TABLA 1
LINEAS DE MAi{z
AGRUPADAS POR

RESISTENCIA O
SUSCEPTIBILIDAD A
LA COLONIZACION DE
GRANO POR dspergillus
flavus POR PRUEBA DE
MEDIAS MDS 5%

Lineas de Estatus IC*
maiz

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

* {ndice de colonizacion, ** testigo
reportado como resistente por Betran
et al. (2002).

efecto inhibidor de los carote-
noides sobre el crecimiento del
hongo. También se observd que
los materiales normales son en
promedio significativamente
mas resistentes que los QPM,.
con un indice de colonizacion
de 1,76 y 1,83 respectivamente
(valores ajustados de 1,50 vs
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
proteina RIP en cultivares
QPM. Adicionalmente, se ob-
servo una gran dispersion de
los datos, indicando que se
pueden tener diferentes niveles
de resistencia a pesar del color

a

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

Se evalu6 la influencia de la
poblacion de origen en la colo-
nizacion de grano en aquellas
poblaciones que estaban repre-
sentadas con al menos tres li-
neas homocigotasde maiz en el
ensayo. En ese sentido se iden-
tificaron dos poblaciones de
amplia base genética
(Poblacion 24 y Poblacion 36)
que poseen los menores valores
de colonizacién (Tabla II).
Asimismo, en la Figura 2 se
observa una gran dispersion de
los datos obtenidos dentro de
cada una de las poblaciones de

indice de colonizacién por AF

4,0

3,0

20 - R

Color de Grano

indice de colonizacién por AF

Q

Calidad de Grano

Figura 1. Colonizacion del grano por Aspergillus flavus (AF). a: distribucion
de la colonizacion por AF por color de grano (A: amarillos, B: blancos). b:
Distribucion de la colonizacion por calidad nutricional del grano (N: normal,

Q: quality proteina maize).
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TABLA II

RESULTADOS DE LA PRUEBA DE MEDIAS (MDS 5%) PARA LA COLONIZACIQN DE GRANO
POR Aspergillus flavus SOBRE LINEAS DE MAIZ AGRUPADAS POR SU POBLACION DE ORIGEN

Poblacion de origen * MDS 5% IC**  Descripcion®

Pool 24 (PO24) A 2,26 Maices tropicales de color de grano blanco, tardio y dentado mejorado para resis-
tencia a Spodoptera frugiperda, compuesto por Tuxpeio de México y tardios de
Centroamérica.

Poblacion SA TSR (SA TSR) A B 1,97 Poblacion de grano amarillo desarrollada para suelos acidos.

Poblacion 32 (P32) B 1,99 Conocida como ‘ETO blanco’, es una poblacion de maiz blanco duro mejorada para
zonas tropicales, de capacidad combinatoria con materiales de la raza Tuxpeiio.

Poblacion 22 (P22) B C 1,82  Conocida como ‘mezcla tropical blanca’, poblacién de maiz blanco semi dentada
tardia, mejorada para zonas tropicales y resistencia a Peronosclerospora sorghi.

Poblacion 26q (P26Q) B C 1,61 Conocida como ‘mezcla amarilla QPM’ de granos amarillos tipo duro, de excelente
comportamiento en el tropico y seleccionada para precocidad y resistencia a la
pudricion de mazorca. Granos con alta calidad proteica.

Poblacion 25q(P25Q) B C 1,64 Poblacion de grano amarillo tipo duro con alta calidad proteica.

Poblacion 43(P43) B C 1,76 Conocida como ‘La Posta’, poblacién de maiz blanco dentado tardia, de buen com-
portamiento en zonas tropicales.

Poblacion 62(P62) 1,7 No disponible

Poblacion 21(P21) C 1,79 Conocida como ‘Tuxpeifio-1’, poblacion de maiz blanco dentado tardia, de excelente
comportamiento en zonas tropicales, tolerante a enfermedades foliares.

Poblacion rew (RCW) B C 2,00 No disponible

Poblacion 27(P27) C 1,59 Conocida como ‘Amarillo Cristalino-1’, poblaciéon de grano amarillo de tipo duro,
de buen comportamiento en el tropico y tolerante a enfermedades foliares.

Poblacion 36 (P36) C D 1,32 Conocida como ‘Cogollero’, poblacién de granos amarillos de tipo semi dentado
tardio, de buen comportamiento en el tropico y tolerante a dafio por insectos.

Poblacion 24 (P24) D 1,08 Conocida como ‘Antigua Veracruz 181’,poblaciéon de grano amarillo de tipo semi

dentado tardio, de buen comportamiento en el tropico y tolerante a dafio por
Spodoptera frugiperda.

* CIMMYT (1998), ** indice de colonizacion.
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Figura 2. Efecto de la poblacion de origen de la linea de maiz sobre la co-
lonizacion de grano por Aspergillus flavus.

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

Produccion de aflatoxinas

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

alcanzados estan entre 0,003 y
0,068mg ml. Esto pudo ocurrir
por ciertos cambios en la meto-
dologia, por la alta capacidad
toxigénica de la cepa Ospino 1B
o por el uso de diferentes geno-
tipos de maiz.

Al realizar correlaciones en-
tre los valores obtenidos para
colonizacion de grano por AF
y el contenido de aflatoxinas
utilizando la metodologia de
Spearman Rho, se encontro
que existe una correlacion po-
sitiva entre el contenido de
aflatoxinas y la colonizacion
por AF. Dicha correlacion
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resultd baja (Spearman Rho=
0,11) y no significativa
(Prob>|Rho|= 0,3026). Estos
valores ponen de evidencia la
presencia de ciertos genotipos
resistentes a colonizacién pero
con una alta concentracion de
aflatoxinas y de genotipos sus-
ceptibles con alta colonizacion
pero con baja concentracion de
aflatoxinas; resultados que
coinciden con los de Brown
et al. (2001). Entre estos geno-
tipos destacan las lineas sus-
ceptibles a colonizacion CML-
7 y CML-190, con indices de
colonizacion (IC) de 3,18 y
3,13 respectivamente y con ni-
veles de aflatoxinas relativa-
mente bajos de 0,56 vy
1,65mg'ml. Por otra parte, la
linea CML-400 con un IC in-
termedio de 2,63 presento los
valores mas altos del ensayo
(11,5mg-ml1).

En otro trabajo donde se usa
esta metodologia (Brown et al.,
1997) se demostrd una estrecha
relacion entre produccion de
aflatoxinas y crecimiento fun-
gico, indicando posiblemente
que dicha correlacion, que pa-
reciera resultar logica, no es
constante y depende de otros
factores no identificados.

Otra teoria indicaria que los
mecanismos responsables de la
resistencia a la colonizacién y
a la produccion de aflatoxinas
son independientes, lo cual
coincide con lo encontrado por
Huang et al. (1997), quienes
identificaron dos proteinas en
la linea de maiz resistente Tex6
con distintos modos de accion
sobre AF y la sintesis de afla-
toxinas; el primer compuesto
inhibia el desarrollo del hongo
(AFGI) y por ende la produc-
cion de toxinas, mientras que
el segundo inhibia la sintesis
de toxinas (ABI) sin afectar el
desarrollo del hongo.

Conclusiones

Usando la metodologia
KSA se identificaron ocho
lineas de maiz con alta resis-
tencia a la colonizacioén por
Aspergillus flavus (AF), que
pueden ser usadas para la
obtencién de nuevas lineas e
hibridos. Asimismo, se identi-
ficaron 11 lineas con alta sus-
ceptibilidad al hongo. Todas
estas lineas son adaptadas a
la produccion en el tropico y
pueden, en un futuro, ser usa-
das para estudios de modo de
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herencia, deteccion de QTL’s,
estudios de protedmica y/o
genOmica 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 seleccion
recurrente y/o obtencion de
nuevas lineas.

La mayor resistencia de las
lineas 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 lineas de endospermo
normal con respecto a las li-
neas QPM se debe probable-
mente a los menores niveles
de proteina 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 produccion
de aflatoxinas, se puede con-
cluir que los altos niveles en-
contrados, causados por la
alta capacidad aflatoxigénica
de la cepa Ospino IB, difie-
ren significativamente de lo
encontrado en la bibliografia
cuando se usa la metodologia
KSA. Por esta razon se sugie-
re hacer modificaciones como
las realizadas por Mazzani
et al. (2006) que permitan
obtener mejores resultados
(disminucion de dias de incu-
bacion, control de la hume-
dad, empleo de un aislado
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menos toxigénico de AF, en-
tre otros).

La ausencia de correlacion
significativa entre colonizacion
y produccion de toxinas puede
sugerir que la colonizacion
por el hongo y la acumulacion
de aflatoxinas es resultado de
dos mecanismos genéticos
diferentes.
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