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RESUMEN

La presente investigacion se desarrollé en el campo experimental de la Facultad de
Agronomia de la UANL que se encuentra localizade en el km 17.5 de la carretera Zuazua-
Marin en el municipio de Marin, N.L., en ¢l ciclo primavera-verano de 1996. Los objetivos
del trabajo fueron: a} Observar el comporiamiento de los genotipos de méiz en dos fechas
de siembra, en base a dias a floracién masculina, femenina y rendimiento de grano por
parcela. b) Verificar si existen condiciones ambientales que favorezcan la presencia e
infeccion de 4. flavus en el municipio de Marin N.L. ¢) Obtener informacién de variacton,
resistencia o susceptibilidad entre 12 genotipos de maiz a la incidencia del hongo y d)

Cuantificar la presencia de aflatoxinas en los genotipos estudiados.

El experimento se establecid bajo un disefio de bloques al azar con dos fechas de
siembra y cuatro repeticiones por ;:ada una de ellas. Los tratamientos que se utilizaron
fueron: 1). UAAAN-1, 2). UAAAN-2, 3). UAAAN-3, 4). NL-U-127, 5). Pob’30, 6).
Ranchero, 7). Pinto Amarillo, 8). Blanco la Purisima, 9). Blanco Hualahuises, 10). H-433,
11). P-3428 y 12).7NL-VS-02. Todos los tratamientos fueron inoculados’ artificialmente en
campo con Aspergillus flavus a una concentracién de 2 x 107 conidias ml” de solucién, 20

dias después de iniciado la etapa de jilote por cada genotipo.

Las variables evaluadas durante ¢l experimento fueron: Dias a floracién masculina,
dias a floracion femenina, rendimiento de grano por parcela, Porcentaje de maiz infectados

por A. flavus y contenido de aflatoxinas en granos de maiz (ppb).
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El analisis de varianza para las variables de dias a floraciéon masculina y femenina en
las dos fechas de siembra mostraron diferencia significativa entre fechas de siembra,
genotipos v la interaccién entre ambas, dando como resultados que el genotipo mas precoz
en las dos fechas de siembra resulté ser UAAAN-1 y el material mas tardio fue pinto

Amarillo.

Para el caso de rendimiento de grano por parcela el analisis de varianza mostré una
significancia entre fechas de siembra y genotipos, no asi para la interaccion. Los resultados
para este caso mostraron que el de mayor rendimiento resultd ser Ranchero en tanto que el

de menor rendimiento fue Pinto Amartllo.

Para los caso de porciento de incidencia de 4. flavus y contenido de aflatoxinas en
granos el andlisis de varianza no mostré ninguna diferencia significativa entre fechas de

siembra, genotipos y la interaccion.

El porcentaje de incidencia de A. flavus sobre los materiales indican segiin Scott y
Zummo (1988) que todos los genotipos resultaron susceptibles al ataque del hongo y el
contenido de aflatoxinas en todos los genotipos rebasan los estindares de tolerancia para

consumo humano establecidos en México por la Secretaria de Salud y Asistencia.
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SUMMARY

The research was conducted at the Facultad de Agronomia experimental station on
the 17.5 km highway Zuazua-Marin at Marin, N.L. It was planted at the spring-summer
growing cycle of 1996. The main objetives were: 1) To determine the maize genotype
behavior in two planting dates based on days to flowering and graing fill, 2) To establish if
the environmental conditions promove the infeccion by 4. flavus in Marin, N.L. 3) To get
information about the reaction of 12 maize genotypes to artificial inoculation with 4. flavus

and 4) To quantity amount of aflatoxins in these 12 genotype.

The experiment was planted using a random complete block design with four
replications and two planting dates. The genotypes included in the experiment were: 1).
UAAAN-1, 2). UAAAN-2, 3). UAAAN-3, 4). NL-U-127, 5). Pob’30, 6). Ranchero, 7).
Pinto Amarillo, 8). Blanco la Purisima, 9). Blanco Hualahuises, 10). H-433, 11). P-3428 y
12). NL-VS5-02. All of them were artificial inoculated in the field with 4. flavus using a

solution with 2 x 107 conidia ml™, The inoculation was made 20 days after silking stage.

The following traits were mesured during the experiment: Days to male flowering,
day to female flowering, grain yield per plot, percentage of kemel infection by A. flavus,

and concentration of aflatoxins in maize kemels.



The analysis of variance showed high significative differences for male and female
days to flowering for genotype, planting date and the interaction. The earliest genotype in

the two planting dates was UAAAN-1 and the latest genotype was Pinto Amarillo.

For grain yield the analysis of variance showed high significative differences only for
genotypes and planting date. The data show the genotype with highest yield was Ranchero

and Pinto Amarillo with the lowest.

For kernel infection with 4. flavus and concentration of aflatoxins, the analysis of
variance did not show significative differences among genotype, planting date and the

interaction.

According to Scott and Zummo (1988) the percentage of A. flavus in the genotypes
all of them were classified as suceptible; the ammount of aflatoxins on the gran indicated

that it is not suitable for food since they overpass the tolerance stanadar values stablished

by to department of Health in México.



L INTRODUCCION

De los cultivos con mayor importancia econdémica a nivel mundial se encuentran los
granos basicos; dentro de esta clasificacion, el maiz es uno de los cultivos con mayor
superficie sembrada. En México, el 4rea destinada anualmente para este cultivo es de
alrededor de 9 millones de hectareas, debido a que es el alimento basico de la dieta de los
mexicanos. Por lo anterior, es de vital importancia estudiar la accidn de los diferentes
factores que reducen la cantidad y calidad de las cosechas de este cultivo; con el fin de
proponer alternativas de produccién que permitan minimizar el efecto adverso de tales

factores y asi poder cubrir en la medida de lo posible, la demanda nacional de este grano.

Uno de los factores a los que sé enfrentan Jos productores y por el cual se ve
mermada la cantidad y calidad del grano de maiz producido, es la presencia del hongo
Aspergilius flavus, el cual, al estar en contacto directo con los granos del elote, produce una
toxina conocida con el nombre de aflatoxina. Estas aflatoxinas cuando se encuentran
concentradas en los granos de maiz o en cualquier producto alimenticio que el hombre y los
animales domésticos consumen, produce cancer hepético y posteriormente la muerte si el

dafio es severo.

Es por eso, que las autoridades de salud, exigen que en los centros de acopio del
grano se lleve a cabo andlisis de deteccion de aflatoxinas, recomendando que la presencia
de éstas no exceda de 20 pg kg! de producto (ppb) en granos para consumo humano

(Villarreal, 1992).



Hasta hace algunos afios este hongo era encontrado con facilidad en graneros,
almacenes o en lugares cerrados, considerandose a estos espacios de alto riesgo para la
contaminacion. Sin embargo, en las ultimas tres décadas se han encontrado evidencias de

contaminacidn de los granos de maiz en campo.

En Estados Unidos, este tipo de contaminacién fue reportada por primera vez en la
literatura en 1975 (Reyes, 1994). En México, una de las regiones mdas importantes
productoras de maiz, es el norte de Tamaulipas, ahi se ha detectado la presencia de
Aspergillus sp. desde 1980 e incrementandose el problema de contaminacion en los 90's.
Esta region se ha visto seriamente afectada por la presencia de dicho hongo y las pérdidas

tanto materiales como econdmicas han sido grandes.

En el estado de Nuevo Ledn, en agosto de 1995 se detectd un cargamento de 9 mil
toneladas de maiz procedente de Andhuac contaminado con Aspergillus y con presencia de

aflatoxinas, el cual, representd el 65% de la cosecha total del grano en ese municipio.

De acue}do con lo antes sefialado, instituciones como INIFAP™ de Rio Bravo, Tarﬁp-
Meéx. y otras como la UANL+*+, han desarrollado investigaciones que permiten conocer
mejor el problema. Entre estos trabajos se encuentra la evaluacion del comportamiento del
hongo sobre material genético de maiz, a través de la inoculacion artificial a nivel de

campo, como ¢€s €l caso del presente trabajo.

" [nstituto Nacional de Investigaciones Forestales, Agricolas y Pecuarias. " Universidad Auténoma de Nuevo Leon.



Por lo anterior, se planted un experimento que consistié en establecer 12 genotipos de
maiz en dos fechas de siembra en Marin, N.L. e inocularlos artificialmente con cepas de
As;pergfllus flavus. Tos objetivos del presente trabajo fueron: a) Observar el
comportamiento agronémico de los genotipos de maiz en dos fechas de siembra, en base a
dias a floracién masculina, femenina y rendimiento de grano por parcela. b) Verificar si
existen condiciones ambientales que favorezcan la presencia e infeccién de 4. flavus en el
municipio de Marin N.L. ¢) Obtener informacion de variacion, resistencia o susceptibilidad
entre 12 genotipos de maiz a la incidencia del hongo y d) Cuantificar la presencia de

aflatoxinas en los genotipos estudiados.

De acuerdo a los objetivos se definieron las siguientes hipotesis:

El comportamiento de los genotipos en base a dias a floracion masculina y femenina
y rendimiento de granos es afectado por variaciones en el ambiente, las cuales se

manifestaran al sembrarlos en diferentes fechas.

La variacién de las condiciones ambientales en las fechas de siembra, producen

variacion en el nivel de incidencia de 4. flavus y 1a sintesis de aflatoxinas.

Existe variacion entre genotipos en el grado de resistencia o susceptibilidad a la

incidencia de 4. flavus y la cantidad de aflatoxinas presentes en los granos de maiz,



II. REVISION DE LITERATURA

2.1. Importancia del Maiz en México

El cultivo del maiz en México es de gran importancia social, econémica y cultural
debido a la gran diversidad de usos que éste tiene; desde la produccién de tortillas que

forma parte esencial de la dieta alimenticia, hasta la produccién de aceite comestible y

forraje, entre otras cosas.

SAGAR (1996) indicé que en nuestro pais, la superficie sembrada de este cultivo en
1995 fue de 9,079,636 ha de las cuales 8:020,392 fueron cosechadas. De estas, el 88% fue
de temporal con aproximadamente un 76% de la produccion. Asi mismo, menciond que en

Tamaulipas, se tuvo una superficie sembrada de 419,807 ha con una superficie cosechada

de 365,679 ha y un rendimiento promedio de 2.2 ton ha™.

En Nuevo Leén, en el mismo arfio, la superficie sembrada fue de 100,291 ha y se
cosecharon solamente 31,510 ha, con un rendimiento promedio de 1.7 ton hal. Las

principales zonas de cultivo en el estado se localizan en los municipios de Anahuac,

Apadaca, Galeana y Montemorelos (INEGI, 1996).

2.1.1. Aspectos historicos de las aflatoxinas

Acosta (1994) sefialé que en el estado de Texas, existen reportes de maiz infectados
con A. flavus desde el afio 1920. Debido a que las aflatoxinas ain no se conocian, se

interpretaba el reporte como pudricion de mazorcas.



Reyes et 'al. (1991) sefialaron que en 1960 en Inglaterra, 100,000 pavitos fueron
atacados por una enfermedad. La muerte de éstos fue asociada con diferentes lotes de
alimentos y estos tenian un ingrediente en comin, harina de cacahuate brasilefio. De ahi, se
realizd una investigacion la que tuvo como conclusion que la muerte de las aves fue |
causada por una sustancia producida por el hongo 4. flavus. Este hongo, hasta hace poco
tiempo, era considerado como un problema de almacén; sin embargo, en los ultimos afios se
ban encontrado en el campo maices contaminados por el hongo. La presencia del hongo y
los problemas de las aflatoxinas en campo fue reportada por primera vez en la literatura

cientifica en 1975.

Ademas, los mismos autores (Reyes et al., 1991) mencionaron que en México, en
especial el norte de Tamaulipas, se habia detectado la presencia de Aspergillus de forma
esporadica desde 1980 hasta 1988. Sin embargo, en los siguientes dos afios, la produccidon
de maiz se afecto severamente por la presencia del hongo como consecuencia de las
condiciones ambientales que se presentaron en esos afios. En 1989 se sembraron 150 mil ha
de maiz , de las cuales se cosecharon 440 rr_1i1 toneladas, donde ei 100% estuvo
contaminado; En_ 1990 se cosecharon 500 mil toneladas en la misrha superficie del afio
anterior, obteniéndose el 92% de infeccion por aflatoxinas. Para el siguiente afio, la
superficie de siembra disminuyd a 80,000 ha reduciéndose la contaminacién a un 23%; esta
reduccion se atribuy6 a que el INIFAP de Rio Bravo desarrollé un paquete tecnolégico con

la finalidad de disminuir los riesgos de contaminacién por 4. flavus.



)

En los afios de 1992 al 94, en esta misma region, la aplicacion por los productores del
paquete tecnologico que consiste en emplear variedades de maiz mas rendidoras y un mejor
maﬁejo agrondmice del cultivo, aunado con condiciones ambientales (tempefaturas
nocturnas inferiores a los 22 °C) optimas para el cultive y no para el hongo, favorecieron
mejores cosechas (Rodriguez er al.,, 1995). Sin embargo, las condiciones climaticas y

fitosanitarias impiden que la produccion regional sean estables o predecibles aiio con afio.

* En Nuevo Ledn, trabajos efectuados en la Facultad de Agronomia de la UANL indica
que la presencia del hongo 4. flavus y la produccién de aflatoxinas esta reportada desde
1676. En este afio, estudios realizados encontraron la presencia de dicha toxina en
alimentos balanceados para puercos y conejos en el area metropolitana de Monterrey, con
concentraciones de 220 ppb en promedio (Aguirre,1976). Por otro lado, la investigacion de
contenido de aflatoxinas en granos de maiz y sorgo en la misma institucién empezé en
1978, cuando fueron analizadas 12 muestras de maiz y 3 de sorgo almacenadas en el drea
metropolitana de Monterrey, encontrando en ¢llas concentraciones de 6 hasta 123 ppb
(Loredo, 1978). En scptiembre del mismo afio se determind ¢l contenido de aﬂatoxinas en
25 colectas de maiz almacenados en el Proyecto de Mejoramiento de Maiz, Frijol y Sorgo
de la FAUANL, en el municipio de Marin N.L. encontrandose concentraciones de 10 ppb

(Mora, 1978).

En Nuevo Ledn, el primer registro de contaminacién en campo fue en 1995.
CONASUPO capto cerca de 9 mil toneladas de maiz contaminado con aflatoxinas, lo cual

representd el 65% de la produccion maicera del municipio de Anahuac (El Norte, 1995).



2.2, Aspergillus flavus

2.2.1. Generalidades, clasificacion y condiciones ambientales de desarrollo

Los hongos son organismos, generalmente microscopicos, que carecen de clorofila y
de tejidos conductores. La mayoria de las 100,000 especies de hongos conocidas son
estrictamente sapréfitas y viven sobre la materia organica muerta, a la que descomponen

(Villarreal, 1992).

La mayoria de los hongos se encuentran constituidos por estructuras tubulares que se
denominan hifas; los cuales, en algunas especies se mantienen simples, formando lo que se
conocen como micelios y en otros se agregaﬁ para formar estructuras con cierto grado de
complejidad como las que son llamados cetas u hongos superiores. Se reproducen
principalmente mediante esporas, que son estructuras reproductoras o especializadas para la
propagacién del hongo, que constan de una o varias c€lulas; estas estructuras pueden
formarse, sexugl o asexualmente ( Mondrrez, 1994 ).

La clasificacién taxonémica del A. flavus segiin Alexopoulos ef al. (citados por De la

Garza, 1994) es:



Superreino: Eukaryonta
Reino: Myceteae (fungi)
Division: Amastigomycota
Subdivision: Ascomycotina
Clase: Ascomycetes
Orden: Eurotiales

Familia: Eurotiaceae

Género: Aspergillus

I.as condiciones de humedad relativa requeridas por el hongo para su crecimiento es
de 85 %, equivalente a un contenido de humedad en el grano de maiz de entre 16.5 y 18 %.
El intervalo de temperatura Optima para el desarroilo deil hongo es de 36 a 38 °C y para la
produccién de aflatoxinas estd entre los 25 y 35 °C. Deja de existir produccidn de
aflatoxinas a temperaturas menores a 10 °C y mayores a 45 °C. El tiempo requerido para la
produccién de aflatoxinas varia desde unas cuantas horas hasta unos cuantos dias,

dependiendo de las condiciones de temperaturas y humedad que se presenten {(Moreno y

Gil, citados por Monarrez, 1994),

2.2.2. Ciclo de vida en el cultivo de maiz

El inéculo principal o inicial de 4. flavus procede de propagulos en el suelo, micelios
que inviernan en los residuos vegetales y basura en suelo, insectos o esclerocios en el suelo.

Otra forma mas de contaminacion primaria pueden ser los esclerocios de 4. flavus que se

desarrollan en granos dafiados o sanos del maiz (Figura 1).
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Figura 1. Ciclo de vida de Aspergillus flavus. Citado por de la Garza, (1994)



2.2.3. Proceso de contaminacién del maiz en campo

La contaminacion en €l grano se efectia a través de los estigmas en un tiempo
aproximado de 20 dias después de la polinizacion, justo cuando el grano estd en desarrollo
(Rodriguez, 1994}; Dunlap (1994) menciond que en condiciones naturales, se ha observado
que {os estigmas con coloracioén amarillo-café, son mas susceptibles a ser colonizados por

A. flavus, a diferencia de los estigmas jovenes o viejos que son menos susceptibles a ser

contaminados.

El mismo autor ademas sugirié que las hifas del hongo penetran al grano, donde el
pericarpio funge como proteccion o barrera para impedir cualquier forma de contaminacion,
si este esta dafiado o es delgado, serd mds susceptible para ser colonizado por el hongo. Por
esta razon, los maices hibridos con pericarpio delgado son mas susceptibles a la

contaminacidn, ya que ofrecen menor resistencia al ataque del hongo.

Otra forma de contaminacion de los g1:anos de maiz en campo ¢s por el dafio del
£usano cogoilero (Spodoptera frugiperda), que destruye las hojas que cubren el elote
dejandolos al descubierto. El hongo si se encuentra suspendido en el ambiente o es
arrastrado por el gusano, le sera facil llegar a su destino. Los pdjaros también dafian a la

mazorca destruyendo sus cubiertas, favoreciendo con esto, la posibilidad para que el hongo

penetre a los granos.
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Rodriguez (1994) menciond que el estrés de la planta producido por las condiciones
_climatologicas, aceleran la disposicion del grano a ser contaminado por 4. flavus y ser
capaz de producir aflatoxinas; por otro lade, los beneficios del riego en el cultivo
repercuten positivamente en las concentraciones de aflatoxinas y por ende menor grado d;e

infeccidon de 4. flavus.
2.2.3.1. Condiciones ambientales para el desarrollo del hongo
Temperatura

Temperaturas nocturnas de 21 °C y de 32 °C temperaturas diurnas, aumentan las
probabilidades de contaminacién producida por A. flavus. Este tipo de contaminacién se
observa mas frecuente en el sur de Texas y el noreste de México. En estos lugares, cada afio
en los meses de junio ¥ julio,'las temperaturas y humedad son factores limitantes para el

buen desarrollo del maiz y dptimas para la presencia y desarrollo del hongo (Dunlap, 1994).

Humedad

La sintesis de aflatoxinas ocurre entre el 17 y 30% de humedad en el grano, aunque
frecuentemente ocurre entre los 17 y 21%. Una humedad relativa por encima de 90% en el
elote, beneficia al hongo a la colonizacion de los cabellos del elote, asi como la sintesis de
aflatoxinas en los granos infectados. La humedad del suelo también se relaciona con el

ataque de 4. flavus; ya que, de presentarse una sequia total o parcial en el cultivo, provocara
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un estrés en las plantas disminuyendo sus facultades y dando una mayor posibilidad al

ataque del hongo (Duniap, 1994).

2.2.4. Estrategias de defensa contra el ataque de A. flavus en campo

Una buena estrategia para evitar la infeccion de 4. flavus es mimmizar periodos
¢riticos de la planta como son el estrés por humedad y temperatura, principalmente durante
la época de floraciéon y llenado de grano. Las practicas culturales que se deben tomar en
consideracidon para reducir la contaminacion de A. flavus en campo son: La preparacién y
fertilizacion del terreno, uso de variedades adaptadas y con buena samdad de la mazorca,
fecha de siembra apropiada, control de plagas en la mazorca, riegos, densidad de poblacién,
¢poca y método de cosecha (Lillehoj er al., citados por Rodriguez ef ai., 1995), que son
aplicadas en el paquete tecnolégico propuesto por INIFAP (Rio Bravo) y aprobada por

SAGAR.

Preparacion del terreno

Macias (1992) menciond que previo a la siembra, es recomeﬁdable la limpie;a del
terreno que consiste en deshierbar, juntar y quemar los desechos anteriores de cosecha, arar
a una profundidad de 25 a 30 cin, rastrear para destruir terrones que impidan una buena
distribucion de los riegos y que puedan ser focos de infeccion de plagas y fuente de inéculo
primario de A. flavus; y por altimo, una nivelacion del terreno que ayudard a una buena

distribucion de los riegos que se efectiien en el cultivo.
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Eleccion de las variedades

A la fecha no se han encontrado variedades de maiz resistentes al ataque de 4. flavus.
y por consiguiente libres de aflatoxinas. Sin embargo, para minimizar los riesgos de
contaminacion con aflatoxinas c¢n maiz, Reyes (1994} y Radriguez (1994) sefialaron que
algunas de las caracteristicas que deben presentar las variedades a seleccionar ademas de
adaptacion a las condiciones ambientales de la regidén, manejo y altos rendimientos del
cultivo son; a) cobertura total de la mazorca, b) pericarpio o cubierta del grano gruesa, ¢)

granos duros y d) tolerancia a plagas de la mazorca.

Fecha de siembra

Escoger la fecha de siembra que favorezca el buen desarrollo del cultivo, ademés que
las altas semperaturas asoci‘adas con la sequia no se presenten en la etapa de floracion y
llenado de grano son practicas de cultivo que pueden reducir 1a infeccidon por el hongo. En
el norte de Tamaulipas, se observa que las fechas de siembra despﬁés del 15 de febrero
tienen umriesgo mayor de contaminacién por el hongo en cofnparacién con los cultivos
sembradms en ¢l periodo del 20 de enero al 15 de febrero. Las siembras de maiz tardias,
estin empuestas con mayor probabilidad a las altas temperaturas, castigandolas y
favorecimdo ademas el desarrollo del hongo, la sintesis de aflatoxinas, la incidencia de
plagas ¥ etras enfermedades que causan un incremento en el estrés de la planta, en

comparadn ¢con los maices sembrados en fechas tempranas (Rodriguez et al., 1995).
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En monitoreos efectnados en la region norte de Tamaulipas durante 1991, se encontrd
que la fecha de siembra recomendada, disminuia €l dafio y la contaminacién de aflatoxinas

hasta en un 500% en comparacion con los maices sembrados después del 15 de febrero

(Rodriguez et al., 1995).
Fertilizacidon

S¢ ha a determinado que un estrés por sequia, junto con un bajo aprovechamiento de
nitrogeno por la planta aumenta ¢l estrés fisiologico, ¥ por consecuencia hay un mayor

grado de susceptibilidad a las aflatoxinas.

Macias (1992) recomendd una buena y adecuada fertilizacién del cultivo (N, P, K y
elementos menores) con buena humedad para permitir a las plantas una asimilacién mejor.
Una dosis de 140-40-00 para suelos de primera y 120-40-00 en suelos de segunda, se uso en

el norte de Tamaulipas.

Irrigacion

Rodriguez et al. {1995) recomendaron un buen manejo de los riegos de auxilio ya que
ayuda al cultivo a reducir los riesgos de ataque por A. flavus, principalmente en la época de
polinizacidn y llenado de grano. Esta condicion se asocia con factores de densidad de

poblacion y fertilizacioén. Para el norte de Tamaulipas, se sugiere la aplicacion de tres riegos
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de auxilio para satisfacer la demanda hidrica del cultivo en tres etapas distintas de

desarrollo y que son: vegetativa (6 a 7 hojas), espigamiento y llenado de grano.

Densidad de poblacién

Una alternativa mas para reducir riesgos al ataque de 4. flavus en el maiz es la
densidad de poblacion, que consiste en modificar el nimero de plantas por metro vy un
ajuste en la distancia entre surces. La justificacién para ¢l uso de este factor es la relacidén
que existe entre el agua, nutrientes y la planta. A mayor nimero de plantas, la demanda de
agua y nutrientes se incrementa por lo tanto la probabilidad de estrés y la infeccién del
hongo también se incrementa. Rodriguez ef al. (1995) mencionaron que una densidad
éptima recomendada en el norte de Tamaulipas es de 55 mil plantas por hectérea, en

combinacion con un adecuado manejo agronontico en el cultivo.

Epoca y métodos de cosecha

Para este factor se recomienda cosechar antes de lo programado, a una -mayor
humedad de lo recomendado en el grano (28%), aumenta el peligro de ser contaminado con
aflatoxinas, pero se deben tomar medidas al momento de almacenar el producto, ya que
debe secarse y guardarse con una humedad de grano del 13 % y asi evitar problemas en
almacén. En lo que respecta a la maquina cosechadora, debe modificarse en velocidad para
que el grano no sea dafiado o quebrado y mantenerlo libre de impurezas. Si se sospecha de

infeccidn, se recomienda no cosechar mazorcas caidas que no fueron colectadas por la

maquinaria y no mezclarlas con el resto del grano. También se sugiere la entrega rapida de
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la cosecha, ya que durante el transporte corre peligro de contaminacion. Como se menciono,
previo al momento de almacenar el producto, se debe reducir hasta un 13% de humedad del
grano y posteriormente almacenarlo. Se sugiere el manejo de los lotes sanos .y
contaminados de forma separada, para que no exista riesgo de contaminar toda | la

produccion (Macias, 1992).

Plagas de la mazorca

Rodriguez (1994) sefial6é que diversos estudios han demostrado que la infeccién de A.
[flavus v la presencia de aflatoxinas en maiz, puede ocurrir en ausencia de insectos durante
el desarrollo de la mazorca, es decir que estos no son indispensables para que la
contaminacion del grano se lleve a cabo. Sin embargo, Rodriguez et al. (1995) sefialaron
que la presencia de plagas incrementan considerablemente la posibilidad de contaminacion
al actuar como vectores del ilongo, y/o facilitar su penetracién al provocar heridas a la
cubierta y granos del elote. Estos mismos autores, citaron que los insectos mas comunes
que dafian los elotes son: El gusanc elotero ([feliothis zea), el gusano cogollero
(Spodoptera frugiperda) y los gusanos barrenadores como ¢l barrénador eurcpeo (Ostrinia

nubilalis), Diatraea lineolata y D. saccharalis.

La forma de minimizar riesgos de contaminacion por este factor, ¢s a través de la
aplicacion de practicas culturales gue permitan el control de las plagas de la mazorca antes

de que estas penetren en ella. Algunas practicas culturales que se pueden emplear para tal
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fin son: a) uso de insecticidas, b) uso de trampas con atrayentes y c¢) variedades con

cobertura completa de la mazorca.
2.2.5. Contaminaciéon del maiz en almacén

Reyes (1994) menciond que el hongo A. flavus, al principio se le consideré como un
problema de almacén, esto por los numerosos ¢asos de infeccidn que se tenian reportados,

De la Garza (1996) sefialé que este hongo tiene diferentes indices de crecimiento los
cuales varian con el contenido de humedad en el grano, siendo el éptimo en maiz alrededor
de 18.5%, nivel en el cual se presenta el mas rapido crecimiento. Asi mismo, indicé que una
forma normal de control de A. flavus en los granos de maijz, es almacenarlos con un
contenido de humedad del 13%, evitar la mezcla de granos con distinto contenido de
humedad, verificar que el grano esté¢ almacenado en espacios con buena ventilacion e
impedir que se presenten c_ambios bruscos de contenido de humedad v temperatura.
Ademas, propone una temperatura de almacenamiento entre 5 y 10 °C, para evitar con ello,
la presencia de insectos, dcaros y reducir al minimo la actividad del hongo. También
sugiere, evitar almacenar granos con dafio fisico producido por inséctos, por la cosechadora
o por mal manejo del grano en el transporte y almacenaje, con el fin de no favorecer la
contaminacion del lote por cambios de temperatura y humedad. En periodos cortos de
almacenaje, pueden tolerarse contenidos de humedad y temperaturas ligeramente mayor a

los recomendados; de no ser asi, se deberin seguir las indicaciones mencionadas.
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Para disminuir el problema, sugiere el uso de fungicidas para el control del hongo en
el almacén aunque esto puede representar un costo extra para el productor. Fungicidas
como el captan, clorotalonil, carbendazin-M y captafol, han protegido al grano de maiz del
ataque del hongo hasta por 120 dias de almacenamiento en condiciones Optimas. Otra foﬁna
de control es la utilizacion de acidos organicos como el propidnico mezclado con acido
acético y férmico los cuales resultan eficientes para el control del hongo. Se recomienda
también la utilizacién de amoniaco que es menos efectivo que Jos dcidos organicos, aunque

al aplicarlo tiene la facultad de inactivar a la aflatoxinas. (De la Garza, 1996).

2.2.6. Mejoramiento genético en maiz para obtener resistencia

Otras medidas que pueden ser tomadas como herramientas para reducir el riesgo de
infeccion por A. flavus y la produccion de aflatoxinas, son el mejoramiento genético para la

resistencia al ataque de A. flavus y a la produccion de aflatoxinas en maiz.

Reves (1994) sefnald que la resistenéia genética en maiz a la infeccion del hongo y ala
produccién de aflatoxinas como forma de control, fue considerada a principios de los afios
70°s. En las primeras observaciones que se realizaron al respecto y de las que se referia a la
contaminacidén de forma natural, indicaban que el germoplasma existente poseia poco o
ninguna resistencia, esto debido a la gran variacidn existente afio a afio de localidad a
localidad, las técnicas de muestreo y la variacion en la cantidad y calidad del indculo.
" Debido a esto, hubo necesidad de mejorar las técnicas y método de inoculacion artificial,

encontrandose que el uso de un cepillo y una jeringa reportaban mejores resultados.
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Hoy en dia, sc han encontrado caracteristicas genéticas que pueden ser controladas y

que ayuden a reducir el problema de infeccién por 4. flavus y son:

1. Resistencia del grano a la infeccidon de Aspergillius, lo cual pueda deberse a
factores fisicos, quimicos 0 ambos.

2. Ausencia de aflatoxinas en el grano después de la infeccién.

3. Retraso de la senectud del jilote después de la polinizacién.

4. Buena cobertura de la mazorca.

5. Resistencia de la planta a daiios por insectos.

6. Resistencia de la planta a temperaturas altas ¥ sequia.

Es importante resaltar que los dos primeros puntos son complicados a la hora de
tomar datos en campo, lo que obliga a hacer conteos de granos en forma individual. En los
siguientes cuatro puntos la toma de datos se efectia de forma indirecta con respecto a la

resistencia; ya que se ha encontrado que dichos caracteres estdn ligados con la presencia de

A. flavus y las aflatoxinas.

Otra forma de tratar de reducir el problema de infeccién, se logra mediante seleccidén
del material genético v desarrollando genotipos que presenten mayor grado de resistencia al
ataque de A. flavus. Posteriormente se evalian los materiales que resulten menos

susceptibles al ataque, haciendo pruebas de concentracion de aflatoxinas por cada material

- genético (Scott y Zummo, 1988).
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En la investigacién también, se hacen pruebas "in vitro" de resistencia a Aspergillus
sometiendo las semillas a infeccién, posteriormente se evalian en campo las mds resistentes
y sembriandolas con semilla remanente. Por otra parte, algunos investigadores inoculan
semillas con Aspergillus en laboratorio para posteriormente dejarlas germinar en un pe‘riodo
de dos o tres semanas, haciendo un conteo de germinacién y sembrando las que resulten

sobrevivientes del proceso (Reyes, 1994).

En forma generalizada, se determina o se¢ justifica hacer una seleccion de los
materiales resistentes al ataque de Aspergillus y/o a la contaminacion de aflatoxinas, va
que en ellos se encuentra suficiente variabilidad genética. Todos los métodos de
mejoramiento antes mencionados no son muy precisos, ya que se encuentran resultados
contradictorios por factores como localidad y afios, lo que imposibilita hacer cualquier tipo
de sugerencia del uso de alguna variedad o hibrido que posea resistencia a aflatoxinas.
2.2.7. Investigaciones sobre inoculacion artificial en campo para detectar maices con

resistencia a A. flavus

Scott y Zummeo (1988), realizaron una serie de investigaciones con el objetivo de
identificar lineas consanguineas (endogamicas) de maiz con resistencia al ataque de A.
Slavus. Se emplearon tres diferentes métodos de inoculacién artificial en campo, en la
primera se¢ uso el pinbar (barra de agujas), se evalio el porcentaje de granos infectados
intcmameﬁte por ¢l hongo A. flavus,encontrandose vartacion en la infestacion que fluctud

entre lineas del 6 a 30% en un periodo de dos afios. Enseguida fueron analizadas cinco
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lineas que fueron seleccionadas como resistentes y cinco como lineas susceptibles usando
como metodologia las técnicas de inoculacion de barra de punta (aguja) y la barra de dos
agujas, encontrando que la barra de aguja dio el nivel mas alto de infeccién del grano de
maiz. Se observo que las técnicas de inoculacion empleadas mostraron que los dos gfupos

de lineas consanguineas diferenciaron significativamente una de la otra.

En un analisis de 50 lineas inoculadas mediante la té€cnica de barra de punta, mostrd
que el porcentaje de infeccidén por 4. flavus fue del 4-62 %. Las lineas que resultaron
resistentes (Mp 313 E, SC54 y Mol8W) y susceptibles (T202, T216 y SC212 M)

promediaron de un 10 y 44% de grancs infectados, respectivamente.

2.3. Aflatoxinas

2.3.1. Definicion

La aflatoxina es una micotoxina, se define como el desecho metabdlico que secreta el
hongo del género Aspergillus y de la especie flavus. La palabra se acufio en 1961 y se forma-
con la inicial A de Aspergillus y de la silaba Fla de flavus y de la palabra toxina de

sustancia toxica (Acosta, 1994).

Ashworth (citado por Macias, 1992) definié a las aflatoxinas como sustancias
quimicas, producto del metabolismo del hongo A. flavus que secretan al sustrato que

colonizan y que producen contaminacion al grano de maiz y a otros cultivos.



22

También se define a las aflatoxinas como metabolitos secundarios de los hongos A.
flavus, A. parasiticus 'y A. wnomiuos. Quimicamente corresponden a las bis-
dihidrofuranoccumarinas y son los cancerigenos biolégicos mas potentes que se conocen

{Arroyo, 1995).

Las micotoxinas son compuestos quimicos que producen los hongos durante su
crecimiento en sustratos organicos como cereales, oleaginosas, productos [4cteos y carnicos
entre otros alimentos; estas sustancias producen efectos téxicos, para ¢l que las consume en
alimentos contaminados. Por su importancia y efecto negativo, las aflatoxinas son las

micotoxinas mas conocidas y estudiadas (Rodriguez ef al., 1995).

2.3.2. Aspectos generales y caracteristicas

Arroyo (1995) scﬁaié en base a la informacion de diversos autores, que la presencia
de aflatoxinas en productos alimenticios se mide en concentraciones de partes por billén
(microgramos de aflatoxina por kilogramo de producto). Las aflatoxinas en general,
resisten temperaturas de 260 hasta 320 °C, lo cual hace dificii su eliminacion a través de
coccion, frituracion y pasteurizacidén de alimentos contaminados. Son fluorescentes a la luz
ultravioleta y segin la coloracion que denote recibe el nombre de aflatoxinas B si ésta es
de color azul y G si la coloracion es verde. Existen seis tipos de aflatoxinas principales

producidas por A. flavus y A. parasiticus y son:
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B2
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Con coloracion azul y el N°1 indica que es la que mas rapido viaja en el
andlisis cromatografico de capa fina.

De color azul y el N°2 indica que es menos rapida que el corrido en el
cromatograma de capa fina que la Bl. Es 10 veces menos mutagéniéa que la
anterior, aunque ésta sea una derivacién de ella.

Coloracion verde, también de derivacién de la Bl, con anillos de 5 carbones.
Con fluorescencia de color verde , el N°2 indica que la velocidad de
desplazamiento en el cromatograma es mas lenta que la G1.

Es un derivado hidroxilado de la B1, se encuentra en la leche (milk).

Es derivade de la M1 y el N°2 indica que corre mas lento en el

cromatograma que la M1.

La aflatoxina Bl (AFB1) es la mas importante desde el punto de vista toxicolégico y

guimico, ya que es la precursora de los restantes tipos de aflatoxinas y la mas comunmente

encontrada en los alimentos. Presenta entre sus propiedades fisicas, una fluorescencia azul

intensa al ser expuesta por luz ultravioleta convencional de longitud de onda larga (350 nm)

con tres picos maximos de absorcién en 223, 265 y 362 nm, ligeramente soluble en agua y

en muchos otros solventes organicos de polaridad intermedia, como son el metanol, etanol,

acetonitrilo, acetona y cloroformo. Es extraida de los granos de maices contaminados

utilizando cloroformo-metanol o acetona acuosa al 70%. Se desnaturaliza con hipoclorito

de sodio, por lo cual se recomienda este producto, para descontaminar material de

laboratorio. Su descomposicion sin evaporarse se lleva a cabo a una temperatura de 270 °C

(Arroyo, 1993).
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Goldblatt (citado por Monarrez, 1994) determind las propiedades quimicas mas

importantes de los seis grupos principales de aflatoxinas (Cuadro 1).

Cuadro 1.- Propiedades quimicas de las aflatoxinas, segiin Goldblatt (citado por Mondrrez,
1994). Comportamiento de 12 genotipos de maiz y su respuesta a la inoculacién artificial de

A. flavus ¢n dos fechas de siembra.

Aflatoxina Formula Empirica Peso Molecular T° de Descomp. °c dlg,’ ug *
Bl - C17H1206 312 268-269 12-50
B2 C17H1406 314 286-289 85
Gl C17HI206 328 244-246 39
G2 C17H1407 330 237-240 172
M1 C17H1207 328 299 17
M2 C17H1407 330 293 62

* Pavitos de un dia de nacido.

La férmula estructural de los primeros cinco tipos de aflatoxinas ya mencionados en

el cuadro se muestra en la Figura 2.

2.3.3. Metabolismo de la AFB1

Las aflatoxinas por si solas no representan peligro, ya que deben sufrir una activacién
metabélica para dar paso a la forma carcinogénica 8,9-epoxido de aflatoxina B1, que se
forma por la accién de oxidacién dei enlace 8,9 vinil éter de la AFBI1 el cual se une en
forma covalente con las biomoléculas que a su vez producen aductos de acidos nucieicos

y/o aductos proteicos (Castrellon, 1996).
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Aflztoxina 62

Afiatoxing M

Figura 2. Férmula i de las aflatoxinas. Tomado de Valle (citado por
Arroyo, 1995).
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2.3.4. Factores que intervienen en su produccion

Para que se dé la producciéon de aflatexinas debe copjuntarse la presencia de una

serie de factores que son;

1. E]l hongo productor.

2. Lugar disponible con sustrato.

3. Condiciones adecuadas de humedad y temperatura en el ambiente y el sustrato.

4. Condiciones de oxigeno ideales en el lugar de almacenamie;nto o en el lugar de
desarrollo del hongo.

5. Existencia de microflora.

6. Tiempo de almacenamiento.

Es importante sefialar el hecho de que la presencia de Aspergillus spp. no implica
necesariamente la produccién de aflatoxinas ya que existen cepas con la capacidad de
produccion de la micotoxina y otras que no, ademds de requerir los factores ambientales

adecuados antes mencionados (Monarrez, 1994).

Por otro lado, Diaz (1994) mencioné tres factores que intervienen en el proceso de
contaminacion de aflatoxinas y que ademdas de seguir una secuencia logica son parte de un

mecanismo complejo y son: Aspergillus spp. + Hospedero + Condiciones ambientales =

Aflatoxinas.



27

2.3.5. Genes que intervienen en el proceso de biosintesis de aflatoxinas ¥y su

procedimiento
2.3.5.1. Genes involucrados en la biosintesis de aflatoxinas

Para la solucién del problema de contaminacién con aflatoxinas, es importante
conocer estrategias y herramientas que controlan el desarrollo y metabolismo de Aspergillus
spp. Para lograrlo se requiere conocer la regulacién molecular de la formacion de

aflatoxinas, es decir, conocer los pasos biosintéticos.

Diaz (1994) indicéo que los genes son portadores de la informacién genética que

especifica la caracteristica de los individuos e influye en sus funciones:

a) Un proceso de duplicacion, que dard un buen nimero de individuos similares.
b) Un Proceso de transferencia de informacién que conduce a la sintesis de enzimas y

otras moléculas que intervienen en el metabolismo celular.

En este ultimo caso, para la biosintesis de aflatoxinas es la mas importante. Los
genes qu;: se encuentran en el micleo contienen DNA, que mediante mecanismos de
transcripeion; envian la sefial con el RNAm (mensajero) a los ribosomas que se encuentran
en el citoplasma. Ya en los ribosomas se efectia la traducciéon de informacién genética
mediahte un RNATt (transferencia), el cual es traducido en aminoacidos que a su vez forman

proteinas y enzimas. Este altimo es factor determinante para catalizar procesos metabdlicos
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especificos como el de la biosintesis de aflatoxinas. En estudios recientes con Aspergilfus
spp., s¢ ha demostrado que al menos cuatro genes son responsables de la biosintesis de

aflatoxinas y estos son: afl-R, nor-1, ver-1 y omt-1; asi como también otros genes

homologos.
2.3.5.2. Biosintesis de las aflatoxinas y sustancias propulsoras

Ia sintesis de aflatoxinas se efecttia esencialmente en tejidos ricos en lipidos que se
encueniran en el embrién y la aleurona. Ya establecido el honge en estos puntos, puede
avanzar hasta llegar al endosperimo. La contaminacion por aflatoxinas en los granos del
elote estan distribuidos al azar, lo que significa que no todos los granos estan contaminados

y que un grano sano tiene la capacidad de impedir el acceso al hongo en sus tejidos

(Dunlap, 1994).

En observaciones realizadas después de un lapso de 24 hr, A. flavus alcanza las
condiciones optimas de temperatura y humedad (27-30 °C, 85% de humedad relativa) para
que éste empiece con el proceso de desecho metabodlico, esta produccién alcanza su

maximo hasta el doceavo dia para después bajar su rendimiento (Giralt et al. citado por

Arroyo, 1995).

Steyn (citado por Arroyo, 1995) indicd que la produccidn de toxinas alcanza su punto

méximo en la produccion de aflatoxinas hasta el quinto dia, que es cuando el hongo esta en



su fase estacionaria de crecimiento. La disminucién en la produccion de aflatoxinas

disminuye del sexto al octavo dia.

Para una mejor comprensiéon de la sintesis de AFB1 es importante conocer la
influencia de algunas sustancias que son sus precursoras. Estas sustancias aparentemente

tienen un origen en comin que parte de una estructura base de Cip poli-B-quétido.

Xantonas

Una xantona la esterigmatocistina. contiene un sistema angular acoplado de bis-

dihidrofuranec. Fue aislada por primera vez del micelio de Aspergilius versicolor (Hatsuda y

Kuyama, citados por Arroyo, 1995).

Kelton (citado por Arroyo, 1995) comprobd que A. flavus produce derivados de
esterigmatocistina como lo son la dihidro-O-metil- esterigmatocistina, O-metil-
esterigmatocistina y aspertoxina. Se sabe que la esterigmatocistina es 10 veces menos
carcinogénica que la AFB1 en ratas, la esterigmatocistina es el primer compuesto

caracterizado que contiene la funcién bisdihidrofurano.

Polihidroxiantraquinosas

La caracteristica especial de estos compuestos es el de ser de un color naranja-rojizo y

por corresponder quimicamente a 1, 2, 6, 8-tetraoxi-2-alquil antraquinonas (Arroyo, 1995).
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La averulina resulta de lo anterior, siendo el primer compuesto natural en ser
caractenizado con un sistema de 1,3-benzodioxano en su estructura; aislado a partir de 6, 8-
0, O-dimetilnidurifina de A. versicolor y fue propuesto como un intermediario, en la

biosintesis de aflatoxinas (Katsube er al. y Kington ef al, citados por Arroyo, 1995).

El acido solorinico que proviene de Solarina crocea, fue reportado por primera vez en
1937 por Koller y Russ. El acido norsolorinico, compuesto dimetilado producido también
por A. versicolor; ha sido propuesto como precursor en la biosintesis de averufina, ademas
de producir averantina y 1’-O-metilaverantina. El tratamiento acido de estos dos ultimos
compuestos resulta en la formacion de averitrina, siendo también un metabolito de 4.

versicolor (Arroyo, 1995).

Yao y Hsieh (citados por Arroyo, 1995) observaron que tratando cepas de A.
parasiticus, con el cloruro de O,0-dimetil-O-(2,2-diclorovinil)fosfato, se observé que la
aflatoxigenicidad de la cepa se reducia ademéds de ver un pigmento de color naranja-rojizo
llamado acetato de versiconal, que en solventes polares existe como una mezcla de tres
isémeros. Si ademas se trata al compuesto con un 4cido mineral diluido, da lugar a la

versicolorina C, también en A. parasiticus se lograron aislar los metabolitos llamados

acetato de versiconol y versiconol.

En el proceso de biosintesis, intervienen de manera secuencial, cinco compuestos que

son: acetato —» poliquétido — antraquinonas — xanthonas — aflatoxinas.
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En la actualidad se conocen todas las moléculas que intervienen en el proceso, asi
como la mayoria de las enzimas que intervienen en cada uno de los pasos. El inicio
comienza a partir del acetato que posteriormente da lugar a la versicolorina A y B, a cuales

dan origeﬂ posteriormente a la aflatoxina Bl y B2 respectivamente (Diaz, 1994).

En la Figura 3, se muestra de manera desglosada el proceso de la biosintesis de

aflatoxinas en las cuales se mencionan todos los compuestos que intervienen.

2.3.6. Toxicidad, mecanismos de accién y concentracion de las aflatoxinas en los

organismos

Para el caso del hombre, la ingestion de cantidades mayores de aflatoxinas puede
provocar la muerte inevitablemente; resultados no menos peligrosos y fatales son cuando
éstas son consumidas en pequefias cantidades provocando sintomas clinicos de cancer en el

higado.

Moreno (1994) mencioné que este tipo de micotoxinas son las mds estudiadas por el
hombre, ya que son las sustancias carcinogénicas mas potentes que perjudican al hombre y
animales domeésticos. Naccha (1996) por su parte, consideréo a estos metabolitos como
carcinogénicos, hepatotoxicos, teratdégenos, mutagénicos e inmunosupresores; también,

Torres (1996) considerd que el higado es el principal 6rgano de ataque.,
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La aflatoxina B1 es la mas peligrosa y se ha demostrado que con sblo ingerir 15 ug

kg" diariamente puede producir cdncer, siendo excretada en la leche u orina como AF M1

(Valle, citado por Torres, 1996).

Para el caso de los anunales domésticos, dicha contaminacidon también es severa, ya
que les produce una sintomatologia de dafios en el DNA provocando: muerte celular,
deformacion de los huesos, higado, fragilidad capilar, impedimento de coagulacién, falta de

crecimiento, lesiones hepaticas y hemorragias entre otras cosas (Vicam Co., 1996).

Monarrez (1994) menciond que las aflatoxinas que se encuentran en los alumentos y
que a la vez son ingeridas por el hombre, son absorbidas en la mucosa intestinal para

posteriormente pasar al torrente sanguineo llegando al: higado, rifiones y sistemna nervioso;

donde se concentran, hasta producir sus efectos patologicos como lesiones necroticas,

tumores y hemorragias.

La FAO", ha tratado de controlar el problema de micotoxicosis e indica algunas

recomendaciones para que la poblacién mundial no sufra con este problema en los

alimentos las cuales son:

a). Prevencion del desarrollo de las micotoxinas (prevencion de la incidencia de A.

flavus y contaminacion con aflatoxinas).

" Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura y la Alimentacién
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b). Vigilanecia y control de la contaminacién por micotoxinas (verificacion de la

calidad de los productos alimentictos).

c). Capacitacidn, informacidn e investigacion.

Para lograr el punto a), que es donde la agricultura toma mayor importancia, se
recomienda la utilizacion de practicas agricolas que eviten cualquier factor de
contaminacion en el producto agricola antes de la cosecha; as{ como también la utilizacién
de técnicas eficientes de secado, la implementacion de instalaciones de almacenamiento

adecuadas y un buen manejo en el transporte de los alimentos (Torres, 1996).

Para punto b), la FAQO recomienda limites de tolerancia permisibles de aflatoxinas en

los alimentos, aunque en cada pais se toman decisiones diferentes.

Ortiz (citado por Villarreal, 1992) indico que en la FAQ, en el afio 1974 fij6é limites
de tolerancia de aflatoxinas en alimentos de consumo humano-en un nivel de entre 5 a 20
ppb; sin embargo, Japén exige “cero” pg kg en sus estdndares de tolerancia en sus
productos alimenticios. Por otro iado, en 1988 la Agencia de Alimentos v Medicina de los
Estados Unidos (FDA - Food and Drug Administration) para el maiz, da como limifes de

tolerancia los que aparecen en Cuadro 2.
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Cuadro 2, Limite de tolerancia de aflatoxinas de acuerdo al tipo de alimento, segun la FDA.

Comportamienio de 12 penotipos de maiz y su respuesia a la inoculacion artificial de A.

. flavus en dos fechas de siembra.

Ppb* (microgramo kg'l) USOS

Hasta 20 Para consumo humano, animales jévenes, animales lecheros,

vy usos no determinados.

Hasta 100 Alimentacion de animales reproductores de ganado bovino y
porcino, o aves adultas. '

Hasta 200 Alimentos de cerdos en su etapa final de engorda

Hasta 300 Alimentacién de ganado bovino en su etapa final de engorda

* Partes por billdn

En México, la S.S.A. y la S.A.G.A.R. establecieron de manera oficial en 1989 como
limites maximos de tolerancia de aflatoxinas para el maiz del norte de Tamaulipas los

siguientes:

De 0 a 20 ppb para consumo humano; hasta 299 ppb para uso forrajero y de 300 a

mas partes ppb, destruccion del producto (Villarreal, 1992).

La FAQ, en América Latina y el Caribe, recomienda limites de tolerancia de 20 ppb
de AF totales (B1, B2, GI, G2) en alimentos para humanos, 200 ppb en cereales para
alimentos balanceados de bovinos y porcinos de engorda, 0.5 ppb de AFM1 en la leche.

Aunque en realidad se estudia la posibilidad de reducir las normas de 20 a 10 ppb (pg kgh

(Torres, 1996).
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2.4. Deteccion y Cuantificacién de las Aflatoxinas
2.4.1. Aspectos generales.

El procedimiento que se sigue para la deteccion de aflatoxinas en productos agricolas

es como se indica en la Figura 4.

MUESTRA

HOMOGENEIZACION

EXTRACCION
o
LIMPIEZA
%

CONCENTRACION

\

DERIVACION

MCCF HPLC

Figura 4. Operaciones basicas para la deteccién y cuantificacion de aflatoxinas en

productos agricolas (Montoya, 1996).
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Es importante tomar en cuenta que la distribucién de aflatoxinas en un lote de granos
contaminados es totalmente irregular, teniendo como consecuencia demasiada variacion en

las concentraciones por cada muestra representativa de la cual se toman los analisis (Garza,

1994).

Mientras mas grande sea el tamafio de la muestras que se va a analizar, mas irregular
serd la distribucion de aflatoxinas; dicho de otra manera en un lote de granos almacenados
un porcentaje muy pequefio de estos puede contener un alto nivel de aflatoxinas, por lo que

se dificultard obtener la concentracion promedio con exactitud.

Para este caso, Garza (1994) sugirié tomar muestras representativas con un tamario

minimo de 5 kg por cada una y que provengan del muestreo del lote a analizar.

En lo que respecta a la homogeneizacion, la muestra se considera que esta llegue a su
optimo cuando las particulas del grano son minimizadas o trituradas. De ahi se procede a
tomar una submuestra de ésta, dicha submuestra segiin Montoya (1996) debe tener un peso

de 20a 100 g.

El procedimiento de extraccion se utiliza para separar las aflatoxinas en la muestra.
Por lo general, e! procedimiento se lleva a cabo con disolventes orgdnicos como son:
metanol, acetonitrilo, cloroformo, mezclas de metanol-agua, entre otras. También se emplea

" la extraccion de fase sélidd con columnas C18 e inmunoafinidad, este Ultimo tiene la
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ventaja de ser mas selectivo en el componente ya que lo concentra mas y eluminan

compuestos no deseados en el analisis (Montoya, 1996).

Por otra parte, los procedimientos de: limpieza, concentracion, deteccién y
cuantificacion de aflatoxinas se efectia de manera directa empleando para ello equipo
especializado como pueden ser los cromatografos. De este tipo, estan la cromatografia de

capa fina, cromatografia en minicolumna y cromatografia liquida de alta resoluciéon que

proporcionan datos cualitativos y cuantitativos.

Garza (1994) menciond que para antes de efectuar los analisis, es importante tomar en

consideracion tres pasos que son:

a) Tomar muestras representativas.

b) Reducir o minimizar el tamafio de las particulas de cada muestra, obteniendo

submuestras para su analisis.

¢) De las submuestras se obtendran las aflatoxinas que deberén ser aisladas para su

cuantificacidn.
2.4.2. Métodos para la deteccion y cuantificaciéon de aflatoxinas

Para la identificacion y cuantificacién de aflatoxinas en productos agricolas, la

‘ciencia se apova en la quimica analitica. Dichd ciencia marca dos caracteristicas de

exactitud y confiabilidad, segin sea el uso que se le de a los resultados:
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a). La cientifica que nos da los datos analiticos de precision, exactitud, detectabilidad,

sensibilidad y la especificidad.

b). En lo que se refiere a lo practico, se incluye la aplicabilidad, costo, tiempo, equipo

v nivel de capacitacién necesaria.

Para fin de investigacion, la primera caracteristica ¢s la recomendable ya que guizas

pueda llegar a un valor exacto tanto como sea posible y su fin es exclusivo de estudio

(Montoya, 1995).

Para efectuar la operacién de deteccion y cuantificacion de aflatoxinas, es necesario
tomar como base algunas caracteristicas o propiedades fisico - quimicas como pueden ser la
fotosensibilidad y emision de fluorescencia al ser exitadas por luz ultravioleta, ademds de
considerar la solubilidad con ciertos solventes organicos como son: acetona, metanol y

cloroformo (SSA y CONASUPO; citados por Villarreal, 1992).

Moreno (citado por Villarreal, 1992) menciond que en lo referente a la fluorescencia,
esta se debe a la presencia de acido kdjico, que es un quimico que puede ser producido

mediante procesos aerobicos por una gran variedad de hongos como A. flavus y a una

peroxidasa encontrada en el grano de maiz.

Por otro lado, Vicam Co., 1996 indicé que la presencia del acido kdjico puede darle al

grano un tipo de coloracién verde-amarillo, aunque dicha coloracion no nos asegura que el

grano este o no contaminado con aflatoxinas.
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Para la deteccion de aflatoxinas existen varios métodos y técnicas distintas que nos
permitan tener conocimiento del grado de contaminacion de las muestras en cuestion, cada

uno de los métodoes tiene ventajas y desventajas que se citan a continuacion.

2.4.2.1. Método no analitico

Son métodos no cientificos que dan resultados de forma cualitativa y que por lo
general se efectiian a simple vista (observaciones rapidas). En ocasiones se apoya con la
ayuda de un fluoroscopio, gue nos indica con luz ultravioleta una coloracién amarillo—

verdosa indicativa de que la muestra puede estar contaminada. No es recomendable por su

poca exactitud (Villarreal, 1992).

2.4.2.2. Método analitico
Método cientifico en el cual la presencia de aflatoxinas se valora de forma cualitativa

y/o cuantitativa, se apoya con personal técnico capacitado y con herramienta de laboratorio.

De acuerdo con Ortiz (citado por Villarreal, 1992) existen dos clasificaciones:

2.4.2,2.1. Métodos presuntivoes

Son métodos cualitativos que detectan la presencia o no de las aflatoxinas en

concentraciones mayores de 20 microgramos de aflatoxinas kg™ de producto.
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Para esta categoria se encuentran los siguientes meétodos:

Minicoelumna de Holaday-Velasco

En este método se hace uso de minicelumnas cromatograficas (HV), como primer
paso se separa o extrae toxico de la muestra, para luego ser tratado con benceno y después
llevade a la minicolumna (HV); posteriormente el extracto se lleva a la luz ultravioleta. Si
la muesira tiene aflatoxinas, éstas se manifestaran con la presencia de un anillo
fluorescente de color azul en la columna. Por su naturaleza, se considera un método directo
que proporciona resultados rapidos y econdmicos. No requiere personal altamente

calificado (Ortiz, citado por Villarreal, 1992).

Pruebas de inmunoensayos

También conocidas como “Métodos de ELISA”, tienen como caracteristica el de ser
ripidas y exactas, aunque los resultados se manejan en forma cualitativa. Son pruebas
inmuno-absorventes con enzimas, y su caracteristica es la de utilizar anticuerpos especificos
para aflatoxinas. Entre estos tipos de pruebas se encuentran; Afla-cup, Agri-screen

cualitativo y EZ-Screen (Ortiz; citado por Villarreal, 1992).

2.4.2.2.2. Métodos Confirmativos

Son métodos cuantitativos que ofrecen resultados precisos sobre la cantidad de

aflatoxinas y algunos incluso, especifican el tipo o clase de ellas.
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De acuerdo a Ortiz (citado por Villarreal, 1992), dentro de esta clasificacion se

encuentran los siguientes métodos:

- Cromatografia en capa fina (TLC) cuantitativa.
- Cromatografia de liquidos de alta precisién (HPLC).
- Aflatest (Vicam, L.A.).

- Oxoid (Oxoid, U.S.A_, Inc.).

Asi mismo, la compariia Neogen Co. (1996) de EUA indica o recomienda una

variante del Agri-screen cualitativo, que denomina Agri-screen cuantitativo (VERATOX).
Cromatografia de capa fina (TLC - Thin Layer Chromatography)

Meétodo en el cual los extractos requicren de una gran limpieza, para ¢llo se necesita
de una columna cromatografica para purificarlo; ya realizado esta operacion los extractos
son concentrados y las aflatoxinas son detectadas por luz ultravioleta, después de correr
una prueba de cromatografia en capa fina. En este caso el prc;ceso completo requiere de

aproximadamente tres horas y para ello se requiere de material de laboratorio como

cloroformo para la extraccion de aflatoxinas, siendo este solvente uno de los

inconvenientes ya que es toxico (Garza, 1994), ademas de que el método es relativamente

costoso.
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Cromatografia de liquidos de alta presion. HPLC (high pressure liquid

chromatography)

El método consiste en la preparacion de extractos, previamente purificados, ademas
del uso de solventes muy puros. En lo que respecta a la derivacién, se efectiia con acido
trifluoroacético, para que posteriormente sea inyectado al sistema HPLC. En un tiempo de

20 min se obtienen graficas con informacién cuantitativa precisa y de tipo de aflatoxinas.

Se le considera a este método como el de mayor precision en andlisis cuantitativos de
aflatoxinas; ademads, es capaz de detectar en la muestra concentraciones muy pequeiias de
toxinas, Uno de los inconvenientes que impiden que sea este equipo de uso comun, eé el
alte costo para realizar las pruebas, ademas de requerir de personal calificado para su
manejo (Ortiz; citado por Villarreal, 1992).

Los dos 1ltimos m;étodos mencionados ofrecen al usuario la precision especifica de
cada una de los tipos de aflatoximas como Bl, B2, GI, G2 y Ml, asi como también la
cantidad exacta de toxina en cada muestra. En algunds casos, las técnicas de columnas de
inmunoafinidad que son rapidas y eficientes, son suficientes bara los requerimie los

usuarios.

Aflatest y Oxoid

Son métodos que combinan la medicion directa e indirecta, utilizando para ello

anticuerpos sin que sean un ensayo de ELISA. Estos métodos consisten en capturar a las



aflatoxinas en minicolumnas, empleando para ello anticuerpos especificos aisldndolas
posteriormente por elusion y cuantificandolas por métodos directos de medicion TLC y
HPLC y los métodos de forma indirecta de ELISA. Se requiere, como en otros métodos,
obtener un extracto de la muestra que es diluida en una solucién buffer y se hace pésa.r por

una minicolumna absorbente que contiene anticuerpos especificos de las aflatoxinas (Ortiz;

citado por Villarreal, 1992).

El procedimiento Aflatest (Vicam Co., 1996) es un meétodo que ha demostrado

confiabilidad en sus resuitados y por consiguiente, se emplea como método oficial para la

deteccién de aflatexinas en granos.,

El tiempo requerido para efectuar los analisis es de solo 10 m aproximadamente y no
requiere de personal altamente calificado (Villarreal, 1992). Este método tiene varios
niveles de sensibilidad proporcionando resultados en partes por billén (ppb) y se caracteriza

por utilizar una columna cromatografica de afinidad monoclonal (Garza, 1994).

Veratox* {Agri-sereen Cuantitativae). (Neogen Corp., 1996)

Este tipo de métodos se clasifica como ELISA (inmunoabsorvente, ligado a enzimas)
de competencia directo. Para la extraccion de aflatoxinas, ¢l primer paso, se realiza con el
us¢ de una solucidén de metanol con aguary después se realiza el proceso de mezclado y
ﬁliraciér‘L Las toxinas que son extraidas por el filtrado, se muestrean para posteriormente

ser mezcladas con el conjugado. Esta mezcla en solucién, se transfiere a las pozos
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recubiertos con anticuerpos; en la que la toxina libre, compite con el conjugado por los
sitios enlazantes del anticuerpo. El conjugado no ligado o libre, junto Vcon las demads
sustancias producidas en esta fase son eliminadas mediante un proceso de lavado c;;)n agua
estéril agregando un conjugado. La presencia del conjugado no libre o ligado, da lugar a la
coloraci6én de ésta; como resuiltado de la presencia de un conjugado enlazado.
Posteriormente se agrega un reactivo detonador rojo y se observa ¢l color resultante de la
solucion. Una coloracion azul indica que la muestra es negativa y una coloracion roja que
indica que la muestra da positivo fuerte. Las absorvancias de las muestras (ODsgso) se

comparan con las lecturas de los controles (ODgsq) v se calculan las partes por billén (pbb)

de aflatoxinas.

A. Reactivos suministrados

1. 48 pozos recubtertos de anticuerpe monoclonal.
2. 48 pozos de mezclado, marcados con la raya roja.
3. Frascos de etiqueta amarilla (4): 1.5 ml. Controles _‘ de 0.5, 15 yv 50 ppb
{Aflatoxinas). Precaucion: solucion de alcohol metiiico.
4. Frascos de etiqueta azul: 7ml conjugado de aflatoxina-HRP.
" 5. Frascos de etiqueta verde: 24ml sustrato TMB,
6. Frascos de etiqueta roja: 32 ml solucion detenedor rojo.

7. Recipiente para reactivos: Para cargar la pipeta multi-canal.

8. Indicaciones de uso.
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Una recomendacidén hecha por la empresa comercializadora del “kit”, indica que los
reactivos de estos pueden utilizarse solamente hasta la fecha de expiracion indicada en la

etiqueta siempre v cuando se mantenga en refrigeracién entre 2-8 °C.

B. Materiales requeridos pero no suministrados

1. Para la extraccién: Use una relacion muesira/solvente de 5:1. Ejm: para una

muestra de 50 g, use 250 ml de metanol 70% grado ACS en agua destilada o

desionizada.

a) Mezclador de alta velocidad: Waring con reciptente de 11 0 su eqﬁivalente.
-~ b) Probeta graduada: De plastico (250 ml), o equivalente.
c) Material de vidrio para la extracctéon de la muestra: embudo de vidrio para
filtracion y frasco de capacidad de 125 ml.
d) Papel filtro: Whatman No. 1 o equivalente.
e) Molino: marca Dickens Mill, VCM, Glen Disc Mill o Retch Mill.
f) Fuente de agua destilada o desioﬁizada.
2. Material absorbente : Toallas de papel, papel KayDry o equivalente.
3. Porta-pozos.
4. Pipeta y puntas desechables: MLA de 100 pl o equivalente.
5. Pipeta volumétrica: de 5 ml, desechable, de plastico.

6. Pipeta muiti-canal: Titer-tek de 12 canales, o equivalente,

7. Reloj/alarma.
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C. Preparacion de la muestra

La muestra debe colectarse siguiendo las técnicas aceptadas para muestrear. La

muestra debe molerse y mezclarse cuidadosamente antes de pasar al proceso de extraccion.

D. Molienda ¥ extraccion.

1. Preparar el metanol al 70 % mezclando 210 ml metanol grado ACS con 90 ml de

agua destilada y desionizada por cada muestra a evaluar.

2. Obtenga una muestra representativa, usando su técnica normal de muestreo y moler

hasta gue tenga un tamafio de particula malla 20.

3. Usando una mezcladora de alta velocidad, mezcle 50g de ia muestra molida con

250 mi de solucion de metanol a! 70% durante dos minutos.

4. Pase por lo menos 15 ml a través del filtro para obtener la muestra liquida

(filtrado). Use papel Whatman N° 1.

5. La muestra ahora esta lista para correr la prueba.

E. Procedimiento para la prueba y preparacidn de las soluciones

El sustrato esta listo para su uso. Use el siguiente cuadro para determinar la cantidad

de sustrato necesario. Extraiga solamente el volumen necesario para cada lote de pruebas.

No devolver sustrato sobrante al frasco.
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N° de Tiras N° de Muestras ml de Sustrato
1 1-8 3.0
2 920 4.0 .

F. Prueba cuantitativa, Procedimiento:

1. Corte de la tira un pozo de mezclado (raya roja) para cada muestra a correrse v
cuatro pozos para los controles. Coldquelo en el porta-pozos.
2. Corte una cantidad igﬁal de la tira de pozos recubiertos de anticuerpo. Marque la
cuba en el extremo izquierdo con la letra “c” y coloque las pozos en ¢l porta-pozos.
3. Mezcle bien los reactivos antes de usarlos, girando suavemente cada frasco.
4. Coloque 100 pl del conjugado (frasco de etiqueta azul) en cada cuba del mezclado.
5. Usando una punta nueva para cada canal de la pipeta, transfiera 100 pl de controles

y muestras a las pozos de mezclado (raya roja), como es indicado abajo.

Tiral 0O 5 15 50 Ml M2 M3 M4 M5 M6 M7 MS

Tim2 M9 MI10 M1l Mi2 MI13 MIi4 M15 Mlé6 MI17 Mi8§ MI19 M20

6. Usando la pipeta multi-canal, mezcle el contenido de las pozos, absorbiendo y
soltando el liquido dentro de las pozos, tres veces, Transfiera 100 ul a las pozos recubiertos
de anticuerpo y deslice el porta-pozos hacia adelante vy hacia atras, rapidamente. Inciibelos
durante 10 min. a temperatura ambiente. Deseche las pozos de mezclado.

7. Usando un sifén de enjuague, o agua corriente (caudal suave) llene cada pozo con

aguaz y vacielo inmediatarnente. Repita este procedimiento ¢inco veces. Voltee las pozos

boca abajo ¥ golpéelos sobre una toalla de papel hasta que no queden gotas de agua.
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8. Usando una pipeta volumétrica, transfiera del frasco de etiqueta verde la cantidad
de sustrato necesaria y colocar en el bote/recipiente. Utilizando puntas nuevas, transfiera

100 pl del sustrato a cada pozo y mezcle bien. Incubar durante Smin. Desechar el sustrato

sobrante y enjuagar el bote/recipiente con agua.

9. Usando igual volumen que para €l sustrato, coloque el reactivo detenedor rojo
mediante pipeta en el recipiente para reactivos. Usando las mismas puntas que para el

sustrato y la pipeta multi-canal, coloque 100 pl del detenedor rojo dentro de cada pozo y

mezcle cuidadosamente. Deseche las puntas.

(. Obtencion de resultados

Transfiera los datos de absorvancia obtenidos a la computadora (Programa con curvas

VERATOX) para obtener la concentracion de aflatoxinas en ppb.

Es importante mencionar que todos los métodos son validos para la determinacion de
aflatoxinas en productos alimenticios, solo que se recomienda la utilizacién de alguno de
ellos seglin sean los objetives necesidades y tiempo requerido por el usuario, ademis de

tomar en consideracion la disponibilidad de recursos economicos.

Para erradicar el problema de aflatoxinas en lotes de granos, se estan haciendo atin
investigaciones y evaluando nuevas técnicas; para tener mejores resultados en cuanto a

diagnostico y cuantificacion, todo con el propdsito de brindar al usuario mayor precisién y

menor ¢osto.



III. MATERIALES Y METODOS
3.1. Ubicacion del Experimento

El presente experimento se desarrolld en el ciclo primavera verano de 1996,
considerando dos ambientes en dos fechas de siembra con riego completo (16 de febrero y
19 de marzo). El experimento se establecid en el Campo Agricola Experimental de la
Facultad de Agronomia de la Universidad Auténoma de Nuevo Ledén (FAUANL), que se
encuentra localizado en la carretera Zuazua-Marin Kildmetro 17.5 en el municipio de

Marin, N.L. Su ubicacién geografica corresponde a los 25° 33' de latitud norte y 100° 03'

longitud oeste, con una altitud de 367.3 msnm.

De acuerdo con la clasificacion climética de K&ppen modificado por Garcia (1973),
el clima de esta lqcalidad se clasifica como BS; (h; ) hx (e’); siendo un clima seco arido con
coctente p/t (precipitaciéon anual en mm/temperatura promedio anual en °C) mayor de 22.9
mm, lo cual indica que es de los climas menos secos del grupo BS con temperatura del mes

mas frio abajo de los 18°C con una oscilacién anual de temperaturas medias mensuales

mayores de 14 °C.

La temperatura promedio anuval en esta region es de 21 °C, con una temperatura
promedio anual maxima de 28.4 °C y una minima de 16.6 °C. En cuanto a la precipitacién
pluvial promedio anual es de 466 mm y con unha humedad relativa del 70% (Departamento

de Metereologia v Climatologia de la Facultad de Agronomia de la UANL, 1996).
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Las condiciones ambientales, promedio mensual de temperaturas, humedad relativa y

evaporacidn asi como la precipitacion mensual acumulada que se registraron durante |a fase

experimental del presente trabajo se presentan en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Datos climatoldgicos que se presentaron durante el desarrollo del experimento.
Ciclo primavera-verano, 1996. Facultad de Agronomia, UANL. Marin N. L. Comportamiento

de 12 genotipos de maiz y su respuesta a la inoculaciéon artificial de 4. flavus en dos fechas de

siembra.
Meses
Temperaturas Febrero Marzo Abril Maye Junio Julio Agosto
T. maxima del mes (°C) 40 39 43 41 42 41 43

Media de T. méxima (°C)  25.79 27 33.1 3770 382 38.90 35.80

T. media mensual (°C) 17.06 18.09 23.71 30.08 3066 31.17 2895

T. minima del mes (°C) 0 -1 6 16 20 21 19

Media de T. minimas (°C) 8.41 0.2 14.66 2245 23.13 23.54 22.09

Precipitaciéon (mm) 0 0 0 0 41.5 45 180.3

Evaporacion (mm) 174.72 200.15 243.53 24948 2353 --—--——— 187.38

- Humedad relativa (%) 45.65 4288 58.69 72 75 746  76.68

Fuente: Departamento de Metereologia y Climatologia de la Facultad de Agronomia de la UANL, 1996.

El promedio de temperaturas maximas y minimas registradas durante el experimento

se presentan en la Figura 5.
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Las temperaturas promedio registradas durante el proceso de inoculacién artificial en
campo hasta la cosecha, efectuadas en 12 materiales genéticos de maiz se muestran en el

Cuadro 4.

Cuadro 4. Datos climatolégicos promedio que se present rante la etapa de inocnlacién
artificial en campo de 4. flavus en la primera y segunda fecha de siembra. Ciclo primavera-
verano, 1996, Faculiad de .Qgronomia UANL. Marin N.L. Comportamiento de 12 genotipos de

maiz y su respuesta a la inoculacion artificial de A. flavies en dos fechas de siembra,

Fecha de Siembra  T. max. T. min. T. media Evap. mm % HR. Lluvias mm.
1 42 20 37.65 102.054 75.06 63.5
2 42 21 32.31 384.04 74.83 5393

Fuente: Departamento de Metereologia y Climatologia de la Facultad de Agronomia de 12 UANL, 1996.

Lag caracteristicas fisico-quimicas del suelo donde se establecieron las dos fases

experimentales se presentan en el Cuadro 5 (CEA-FAUANL,1996).

Cuadro 5.- Propiedades fisicoquimicas del suelo donde se realizé el experimento. Ciclo
primavera-verano, 1996. Facultad de agronomia UANL. Marin, N.L.. Comportamiento de 12

genotipos de maiz y su respuesta a la inoculacién artificial de A. flavus en dos fechas de

siembra.
Caracteristicas - Valor medio Clasificacion
PH 7.5 Ligeramente alcalino
Conductividad eléctrica 1.3 mmhos cm™ No salino
Textura 0000 e Arcilloso
Materia organica 2.3% Medio
Nitrégeno total 0.1 ppm Pobre
Fésforo extractable 2.1 ppm Pabre

Potasio extractable 342.0 ppm Medianamente rico _.
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3.2. Materiales

3.2.1. Material Biologico

3.2.1.1. Material genético de maiz

Los materiales genéticos de maiz empleados en el presente experimento fueron 12, de
los cuales ocho fueron obtenidos del banco de germoplasma de la Facultad de Agronomia

de la UANL uno del campo experimental agricola del ITESM en Apodaca N.L. y los tres

restantes del Instituto Mexicano del Maiz de la UAAAN en Saltillo, Coahuila. Algunas

caracteristicas fenoldgicas de los genotipos estudiados se presentan a continnacion:

1. Blanco Hualahuises (FAUANL): Ciclo tardio, floracion aprox. de 65 dias cosecha

de 100 a 120 dias y altura de la planta de 2.20 a 2.40 m.

2. Blanco la Purisima (FAUANL): Ciclo tardio, floracién aprox. de 80 dias cosecha

de 130 a 140 dias y altura de la planta de 2.20 a 2.40 m..
3. Ranchero (FAUANL): Floracidn aprox. de 70 dias, cosecha de 110 dias y porte de

laplanta de 1.80 2 2.00 m.
4. Pinto Amarillo (FAUANL): Floracion apréx. de 75 dias, cosecha aprox. de 120

dias y porte de la planta de 2.00 m aprox.

3. NL-U-127 (FAUANL): Floracién aprox. de 70 dias, cosecha aprox. de 120 dias y

porte de la planta de 1.80 m aprox.
6. Pob’30 (FAUANL): Floracion aprox de 70 dias, cosecha aprox. de 120 dias y porte

de [a planta de 1.50 a 1.70 m aprox.
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7. H-433" (FAUANL): Floracion aprox. de 75 dias, cosecha aprox. de 120 dias y con

porte alto.

8. P. 3428 (FAUANL): Floracién aprox. de 75 dias, cosecha de 120 dias y de porte

alto.

Materiales usados en el experimento y que fueron conseguidos fuera de la institucion,

9. NL-VS8-02 (ITESM): Ciclo tardio, floracion aprox. de 70 dias cosecha de 120 dias
y de porte alto; proporcionado en el campo experimental del Instituto Tecnolégico y

Estudios Superiores de Monterrey, Campus Monterrey. Apodaca N.L.

Los tres materiales siguientes fueron solicitados al Programa Mexicano del Maiz de

la Universidad Auténoma Agraria Antonio Narro y fueron clasificados como:

10.- UAAAN-1, UAAAN-2, UAAAN-3: Materiales de porte mediano a bajo,

floracion aprox. de 70 dias y cosecha de 90 a 100 dias.

:_Se obtuvo de PRONASE.
Se obtuvo de una casa comercial.
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3.2.1.2. Cepa de A. flavus

Para efectuar la inoculacién en campo se utilizé una cepa fungosa suministrada por la
Escuela Nacional de Ciencias Biol6gicas del Instituto Politécnico Nacional, México D.F.
Dicha cepa presenta caracteristicas que corresponden a la monografia del género

Aspergillus de Kenneth B. Raper y Doroty I. Fennell y que fue identificada como 4. Havus

Link aislado a partir de semilla de maiz.

Caracteristicas macroscopicas. Colonia de color verde-amarillo generalmente
compacto y en ocasiones desarrollo de micelio aéreo, formacion de esclerocios de color

café claro a obscuro en un periodo de 8 a 10 dias segin condiciones de cuitivo.

Caracteristicas microscépicas. Cabeza conidial radiada a colummnar, esterigmas

uniseriados y biseriados, conidios ligeramente rugosos.

Dicha cepa fue enviada en medio de cultivo papa-dextrosa agar. También se

identificd como una cepa que tiene altas posibilidades de produécién de aflatoxinas cuando

alcanza su estado maduro.

3.2.2. Material de campo

Los materiales y herramientas que fueron utilizados para la realizacién de todas las

labores agricolas en campo durante el experimento fueron las siguientes:



57

a) Para la preparacion del suelo, siembra, labores culturales y cosecha se empled un
tractor, arado, rastra de disco, bordeador, sembradora experimental, azadones, barra con ¢
agujas para la inoculacidn artificial de 4. flavus, vaso de vidrio para transportar la solucion

con esporas de 4. flavus, recipienie con agua, guantes, tapa bocas, bolsas de plastico.

b) Para efectuar la toma de datos se usaron: Un libro de campo, cinta métrica, lapices,

marcadores con color negro, etiquetas, engrapadoras, banderillas.

c) Para el control de plagas y fertilizacion se aplicaron los siguientes productos:

Fertilizacién: 150 kg de sulfato de amonio con 20.5% de N

Insecticidas: Metamidofos 600, doésis de 1.5 1 ha™ para el control de trips y pulgén.

Dos aplicaciones por cada fecha de siembra.

Decis, désis de 0.51 1 ha™ para el control del gusano cogollero y gusano elotero.

Una aplicacién por cada fecha de siembra.

_ Area de cultivo utilizada durante el experimento

El area de terreno utilizado para cada uno de los experimentos fue de 1,100 m’, El

croquis de cada uno de ellos se presenta en las Figuras 6 y 7.
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3.2.3. Material de laboratorio

a) Material utilizado para la multiplicacion del hongo y para la evaluacién de granos
de maiz contaminados por A. flavus: Medio de cultivo PDA (papa dextrosa agar), cajas
petri, vasos de precipitado, balanza granataria, matraces volumétricos, espdtula, agitador,

incubadora, autoclave, NaOCl, agua destilada estéril, pinzas, antibidtico y camara de

transferencias.

b} Materiales empleados para estimar el conteo de esporas: Cajas peiri, tubos de
ensayo, autoclave, agua estéril, pinzas, vasos de precipitado, centrifugado, Twin 20 que es
una solucidn que se utiliza para el lavado de las esporas v conidios, espectofotémetro,

hemocitémetro, jeringa de insulina, cubre objetos, micropipetas, medio de cultivo PDA;

(papa dextrosa agar).

3.3. Metodologia

Tratamientos

Los tratamientos se formaron por la combinacién de 2 fechas de siembra y 12

genotipos de maiz inoculados con conidios de 4. flavus en una dosis de 2x10’ conidios ml™,

20 dias después de la floracién femenina.
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3.3.1. Desarrollo del experimento
Disefio

Para la distribucion de los 12 tratamientos en dos ambientes se utilizé un disefio de
bloques al azar con cuatro repeticiones por cada fecha de siembra, en tanto que para el
analisis de las dos fechas de siembra se utilizé un disefio de bloques al azar combinado. El
tamafio de la unidad experimental fue de cuatro surcos de 5 m de largo a una distancia de

0.90 m entre surcos, considerandose como parcelas utiles los dos surcos centrales y una

densidad de poblacién aproximada de 20,000 plantas ha™.

Es importante resaltar que en la primera fecha de siembra influyo negativamenie en la
distribucién de los riegos aplicados dando un mal comportamiento de los genotipos en la

cuarta repeticién por lo_que se opto por eliminarlo, dejando al experimento con tres

repeticiones.

. Para las dos fechas de siembra, se preparé la cama de siembra efectuando un paso de
arado, dos de rastra, después se surc6 y se aplico riego de pre-siembra. Previo a la siembra,.

se aplicod al suelo sulfato de amonio ((INH4)2SO4). Las siembras se realizaron en suelos

himedos los dias 16 de febrero y 19 de marzo de 1996 a chorrillo ligero y con una
profundidad de 0.06 m, empleando para ello una sembradora experimental. Cuando las

plantas tenian entre 0.15 y 0.20 m de altura, se efectio un raleo dejando una separaciéon

entre plantas de 0.25 m.
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En cuanto al control de plagas fue necesario la eliminacion de trips y pulgon que se
presentaron en fase vegetativa del cultivo, aplicando para ello Metamidofos 600 y en la
etapa de floracién se controlé el gusano cogollero con Decis aplicados con una bomba de

aspersion. Para satisfacer los requerimientos de agua en la planta se hizo necesario la

aplicacion de cinco riegos de auxilio para las dos fechas de siembra.

Procedimiento de inoculacion artificial en campo

La inoculacion artificial de 4. flavus se realiz6 en los 20 dias después de miciado la
floracién femenina (etapa de jilote) siguiendo la metodologia descrita por Scott y Zummo

(1988), con modificaciones. El procedimiento utilizado se describe a continuacién:

Con una solucién de agua estéril y A. flavus en concentracion de 2x10° conidios ml™,
se procedid a la inoculacion en campo empleande Pinbar (barra con 9 agujas), la cual se
sumergid en la solucidn para impregnarlas con conidios y posteriormente inyectarlos de
forma paralela con las hileras de granos; la barra de agujas se colocd en foxfma vertical
sobre el jilote y se empujé para atravezar las espatas y penetrar a los granos procurando
inyectar solo una hilera de granos, posteriormente y modificando lo propuesto por Scott y
Zummeo (1988), la mazorca se rocid ¢con un afomizador de agua con el propdsito de simular
alta humedad relativa en el ambiente, después se cubrié con una bolsa de plastico

transparente por un periodo de 24 hr para asegurar en lo posible la inoculacién y desarrollo

del hongo.
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La cosecha se realizd por parcela en una sola fecha dentro de cada ambiente,
considerando realizarla cuando todos los materiales presentaban madurez fisiologica;
indicada por la aparicion de capa negra en los granos, siendo estas fechas los dias 11 de

junio y 9 de agosto para la fecha uno y fecha dos respectivamente.

3.3.2. Conteo de esporas para definir la solucién a inocular

El procedimiento de muestreo y conteo de conidios que se utilizd, es el empleado

para determinar la concentracién de globulos rojos en sangre humana a sugerencia de

Martinez (1996), con modificaciones por el Q.B.P. Javier Martinez.

Se inicié con la preparacion de una solucion de muestreo de concentracion de
conidios formandose con 100 ml de agua destilada y una cantidad aleatoria de conidias de
A. flavus. Se tomaron muestras de dicha solucién evaluando en cada una de ellas la
concentracion de conidios, siendo hasta el nimero 10 en la cual se encontré la
concentracion deseada de 2x107 conidios por cada ml de agua. Cada una de las muestras se
extrajo con una jeringa para insulina con un volumen de 1 ml, colocandola en el
hemocitémetro, El uso de la jeringa fue la modificacién propuesta por Martinez, dado que

las pipetas del hemocitémetro son pequeflas y no permiten el paso de los conidios.

El conteo de conidios se hizo considerando el area del hemocitémetro que se
encuentra en la parte central de la camara (usada para el conteo de hematieso globulos
rojos), la cual estd dividida en 400 cuadros menores seccionados por lineas dobles en 25

cuadros grandes y conteniendo cada una 16 cuadros menores; de los 25 cuadros grandes se
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tomaron 5 siendo estos los cuatro de las esquinas y el del centro, dando un total de 80
cuadros menores contabilizdndose los conidios que se encuentren en le area usando para

ello las siguientes férmulas.

Numero de conidios encontrados en 5 cuadros (80 S 2000
Nuamero correspondiente a 400 cuadritos: 2000 X S...oeevvvvieiniiiiniiciiiiciecccenie. 10,000
Esa cantidad para convertirla de 1décima de mm. a 1mm. cubico se

MUHIPICO X L0 criereierirriieerriccin it rieirsne s cerr s s e s s asssibesasesestaesnsns s rananbens 100,000

DIALUCION 8 1/200. . oo seeuereressensesesssemsssressessesnssssrrseessesassessssessssnsessesssssessessssssnses 2x10°

Después de 1dentificada la muestra con la concentracion de conidios deseada, esta se
determind su transmitancia en el espectofotémetro con una calidad de luz de 530 nm
obteniéndose un valor de 11%, éste fue utilizado como base para preparar soluciones con

dosis de conidios deseados.
3.4. Variables Medidas
Las variables evaluadas fueron: Dias a floracién masculina y femenina, rendimiento

de grano por parcela porcentaje de granos infectados por A. flavus y contenido de

aflatoxinas en granos.
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3.4.1. Dias a floraciéon masculina

Esta variable se cuantificé considerando los dias transcurridos desde la fecha de

siembra en humedo hasta que al menos el 50% de las plantas de cada parcela, presentaban

al menos un 50% de anteras expuestas en la espiga.

3.4.2. Dias a floracion femenina

Se considerd los dias transcurridos desde la fecha de siembra en humedo hasta

cuando el 50% de las plantas de la parcela, presentaban jilotes con estigmas expuestos.

3.4.3. Rendimiento de grano por parcela (kilogramos por parcela atil)

La cosecha se realizd, considerando todas las mazorcas de los dos surcos centrales de

cada parcela v se contabilizaron. Posteriormente se desgrand y se peso.

3.4.4. Porcentaje de granos de maiz infectados por A. flavus

Esta variable se estimd considerando 35 semiilas por cada unidad experimental

poniéndolas en medio de cultivo PDA y observando a simple vista el desarrollo del hongo

por cada semilla.
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La metodologia empleada para la evaluacidn de granos de maiz infectados por A

- - - - i *
favus fue indicada por Rivas (Comunicacion personal) .

Primero, se disolvié el medio de cultivo PDA en agua destilada estéril previamente
calentado en una concentracion de 39 g1 de agua y agregando al final una pizca de
antibiotico para eliminar posible competencia de otros hongos y/o bacterias, posteriormente
se vacié el contenido en cajas petri para su esterilizacién en la autoclave a una presién de
15 a 20 1b pg? y a una temperatura de 120 °C durante 20 min; después, se procedi6 a
enfriar a temperatura ambiente, hasta la solidificacién del medio de cultivo en las cajas.
Luego, en una cadmara aislada, las semillas de maiz se colocaron por tres min en NaOC] al
2%:; después de ese tiempo, se retirG con unas pinzas y se sumergid en agua destilada
estéril. A continuacion, las seinillas se acomodaron en cajas petri con medio de cultivo ya
establecido, colocando siete semillas por cada caja petri para su desarrollo; dejandolas
durante cinco dias en la incubadora, a una temperatura de 27 a 30 °C. Al final de los cinco
dias se determind el porciento de granos infectados contabilizando los granos con
coloracién verde obscuro, siendo estos indicativo de contaminaciéon por 4. fAavus

dividiendo la cantidad sobre el total de granos en cada caja petri.

Cabe mencionar que en cada tratamiento fue colocado en cinco cajas petri v cada caja

con siete semillas, lo que nos da un total por tratamiento de 35 semillas; ademas fueron

diferenciadas por repeticiones y por fechas de siembra, para lievar un orden en los analisis.

" Ing. Imelda Gpe. Rivas, encargada del Laboratorio de Fitopatoiogia de la FAUANL.
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3.4.5. Contenido de aflatoxinas en granos de maiz (ppb)

El método que se empleé para la determinacion de esta variable fue VERATOX
(Agri-screen cuantitativo); prueba cuantitativa del tipo ELISA (Imnunoabsorvcnté, ligada a
enzimas) de competencia directa de la marca Neogen (Neogen Corp., 1996), especificando
solamente la cantidad total de aflatoxinas en el producto sin diferenciar el tipo o clase de
eltas. La evaluacion de esta variable se realizé solamente en 2 repeticiones y se hicieron en

los laboratorios de analisis de aflatoxinas del grupo industrial MASECA en Monterrey

N.L.

3.5. Analisis Estadisticos

Para el andlisis estadistico de los datos se utilizé el modelo bloques al azar en

localidades donde el modelo se describe a continuacién (Olivares, 1995).

Yk=p+LisB(:)+ A+ (L) :k + a4k

4=1,2,. ,l
i 1,2, ..... ,
k=1,2,...,¢t

Donde:
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Y k es la observacidn del tratamiento k en el bloque ; en la localidad ..

L es el efecto verdadero de la media general.

L: es el efecto verdadero de la ;- ésima localidad.

B;( :) eselefectodel ;- ésimo blogue en la ;- ésima localidad.
W ¢ es el efecto del k - ésimo tratamiento.

(L3} :kes el efecto de la interaccién entre el tratamiento K y la localidad -

&gk es el error experimental de la ;k - ésima observacion.

Previo a la realizacidn del andlisis de varianza se efectio una transformacion de datos
mediante la formula Y = (y + D' para las variables: Fecha de floracién (masculina y
femenina), porciento de incidencia de 4. flavus y concentracion de aflatoxinas, con la

finalidad de asegurar la normalidad en la distribucidon de los datos, homogeneidad de

varianza y disminucién del coeficiente de variacion.

Posteriormente se procedié a realizar un analisis de varianza bajo el disefio de
bloques al azar en localidades para las variables consideradas. En los casos en donde se
encontré diferencia significativa, se realizé una comparacién de medias con la prueba de

Tukey. Los analisis se hicieron con el apoyo del paquete estadistico de computo FAUANL

(Olivares, 1995).

Para la variable rendimiento, en ambas fechas de siembra, el andlisis de varianza se
determind utilizando el paquete de computo SAS, en los casos donde se encontrd diferencia

significativa se realizd una comparacion de promedios bajo la prueba de Duncan.



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados del andlisis estadistico de los parametros determinados en el estudio se

presentan en el Cuadro 6.

Cuadro 6. Cuadrados medios del ANAVA para cinco caracteristicas estudiadas en 12
genotipos de maiz {(G) sembrados en dos fechas de siembra (F.S.} y la interaccion (G x F.S.).

Comportamiento de 12 genctipos de maifz y su respuesta a la inoculacion artificial de A. flavus

en dos fechas de siembra.

Variable F. S. Genotipo ES.xG

Floracion masculina 3111].5 ** 23.5 wi 10,04 #*

Floracion femenina 1430.9 ** 2501 *=* 16.21 #*
Rto. de grano por parcela 1.0977 ** 0.260 *=* 0.131 NS
% de incidencia de A. flavus 300.34 NS 365.48 NS 518.61 NS
388.17..NS 1152.7 NS 2985.5 NS

Ppb de aflatoxinas

NS=No significativo. **= Significativo al 1%

4.1. Dias a Floracion

4.1.1. Dias a floracién masculina

E! analisis de varianza para esta variable (Cuadro 6), muestra que existen diferencias

altamente significativas entre fechas de siembra, variedades v la interaccién variedades por

fechas de siembra.
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La comparacion de medias entre fechas de siembra (F.S.) se presenta en la Figura 8,
observandose que en la fecha de siembra 1 el promedio de dias para alcanzar esta etapa
fenoldgica fue de 87.7 dias, mientras que en la fecha de siembra 2 fue de 75.4 dias; es decir

que en la fecha de siembra dos, en promedio los genotipos fueron mas precoces.

100 -

80
70

L

L

— 50 -

30
20 -
10 -

16/11/96 19/i11/96

Fechas de siembra

Figura 8. Promedio de dias a floracién masculina en maiz para niveles del factor fechas
de siembra (F.S.). Marin N.L. Primavera-Verano 1996. Comportamiento de 12 genotipos
de maiz y su respuesta a la inoculacién artificial de A. flgvus en dos fechas de siembra.
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En el Cuadro 7 se presenta la comparacion d¢ medias para el factor genotipos (G),
mostrando que ¢l genotipo mas precoz resulté ser UAAAN-1 con valor promedio de 78.1
dias, siendo estadisticamente iguales a él, Blanco Hualahuises, Ranchero, UAAAN-3, NL-
U-127 vy Blanco la Purisima con valores que fluctian entre 79.4 y 80.0 dias. EI genotipo

estadisticamente mas tardio fue Pinto Amarillo con promedio de 84.4 dias.

Con respecto a la interaccién (G x FS), en el mismo Cuadro 7, se muestra que en la
fecha de siembra 1, el genotipo mas precoz resulté ser UAAAN-1 con un promedio de 82.7
dias, siendo estadisticamente iguales a él, Ranchero, UAAAN-3, Blanco Hualahuises, P-
3428, NL-U-127, Blanco la Purisima y H-433, cuyos valores ﬂuctuarﬁn entr¢ 85 y 88 dias.
El mas tardio fue Pinto Amarillo con un valor promedio de 93.7 dfas y estadisticamente
iguales a él NL-VS-02, UAAAN-2, Pob’30, H-433, Blanco la Purisima, NL-U-127 y P-
3428 con valores de 91 a 87 dias. Para la fecha de siembra 2, [a comparacién de medias
sefiala que los genotipos m4s precoces fueron Blanco Hualahuises y Blanco la Purisima con
valores de 74.5 dias y estadisticamente iguales los genotipos NL-U-127, UAAAN-I1,
UAAAN-3, NL-VS-02, H-433, P-3428, Ranchero y tJ'AAAN—_Z, teniendo valores de entre
74.8 y 75.8 dias. El mas tardio fue Pinto _A.marillo, con un valor promedio de 77.5 dias y
estadisticamente iguales a €l, Pob 30, UAAAN-2, H-433, P-3428, Ranchero, UAAAN-3 y

NL-VS-02 con valores promedio de 77 a 75.3 dias.

Al comparar entre F.S. el comportamiento de cada uno de los genotipos, se aprecia
que en todos, el tiempo transcurrido en dias, para alcanzar esta etapa fenolégica, fue menor

en la fecha de siembra 2 con respecto a la fecha de siembra 1, registrandose que la
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reduccién en tiempo fluctho desde 7.9 dias (UAAAN-1) hasta los 16.2 dias (Pinto

Amarillo).

Cuadro 7. Comparacion de promedios de dias a floracion masculina para genotipos (G) ¢
interaccion (F.S. x G.). Ciclo Primavera-Verano, 1996. Facultad de.ﬂgronomia, UANL. Marin

N.L. Comparacion de 12 genotipos de maiz y su respuesta a la inoculacién artificial de A.

favus en dos fechas de siembra.

(F.S.xG.)

Genotipos Tratamiento. Genotipos Fecha de Siemhbra1 Fecha de Siembra 2
Pinto Amarifio 7 B4.4 A7 837 A 77.5 A
NL-VS-02 12 §2.0 BC 891.0 AB 753 ABC
UAAAN-2 2 82.0 BC 90.3 AB 75.8 ABC
Pob 30 S 82 4 8 89.7 AB 77.0 AB
H-433 10 80.9 BCD 88.0 ABC 755 ABC
Blanco la Purisima 8 80.0 DE 87.3 ABC 74.5 C
NL-U-127 4 80.0 DE 87.0 ABC 74.8 BC
P-3428 ) 11 80.4 cD 87.0 ABC 75.5 ABC
Blanco Hualahuises 9 794 DE 86.0 BC 74.5 C
UAAAN-3 3 79.7 DE 857 BC 753 ABC
Ranchero 6 798 DE 85.0 8C 785 ABC
UAAAN-1 1 78.1 E 82.7 C 748 BC

* Los genotipos con la misma letra son estadisticamente iguales en la prueba de comparacion de

medias de Duncan al 0.05.
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4.1.2. Dias a floracién femenina.

Para esta variable, el anilisis de varianza (Cuadro 6) se determindé que existen
diferencias altamente significativas entre fechas de siembra, genotipos y la interaccién

{genotipos X fecha de siembra).

La comparacién de medias entre fechas de siembra (Figura 9), muestra gue los dias a
floracion femenina de la fecha de siembra 1; es estadisticamente mayor que ¢l valor de la

segunda fecha de siembra, teniendo valores promedio de 89.9 y 81.5 dias, respectivamente.

100
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Figura 9. Promedio de dias a floracion femenina en maiz para niveles del factor fechas
de siembra (F.S.). Marin N.L. Primavera-Verano 1996. Comportamiento de 12
genotipos de maiz y su respuesta a la inoculacion artificial de 4. flavus en dos fechas de
siembra.
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Para el factor genotipos (GG) la comparacién de medias se indica en la Cuadro 8,
donde se muestra que Narro-1 y Ranchero fueron los mds precoces con valores de 83.2 y 83
dias respectivamente, siendo estadisticamente iguales UAAAN-3, NL-U-127, Blanco

Hualahuises, Blanco la Purisima y P-3428 con valores promedio de entre 83.4 y 84.9 dias.

El genotipo mas tardio fue Pinto amarillo con 88.9 dias.

En el Cuadro 8 también se indica el efecto de interaccion F.S. x G. En dicho cuadro
se observa que en la fecha de siembra 1, el genotipo UAAAN-1 fue el més precoz con un
valor de 84.7 dias, resultando estadisticamente igual a €l los materiales UAAAN-3,
Ranchero, Blanco Hualahuises, NL-U-127, P-3428, Blanco la Purisima y H-433; con
valores de 85.7 hasta 90.3 dias en promedio. El genotipo mas tardio fue Pinto amarillo con
un valor promedio de 96.6 dias y estadisticamente igual a él, los genotipos NL-VS-02,
UAAAN-2, Pob'30 y H-433 con valores de 93.0 hasta 90.3 dias. Para la segunda fecha de
siembra, no se detectd diferencia significativa entre genotipos; siendo el intervalo de

variacion de los valores promedio, entre 80 y 83 dias (UAAAN-1 y Pinto Amarillo,

respectivamente).

Al comparar entre fechas de siembra el comportamiento de cada uno de los genotipos
evaluados se observa en todos que en la fecha de siembra 2; el periodo de tiempo ¢n que
alcanzaron esta etapa fenoldgica fue menor respecto a la primera fecha de siembra,

fluctuando la diferencia entre fechas de siembra de 2.7 dias (UAAAN-1) a 13.7 dias (Pinto

Amarillo).
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Cuadro 8. Comparacién de promedios de dias a floracién femenina para genotipos (G) e
interaccion ( F.S, x . ). Ciclo primavera-verano, 1996. Facultad de agronomia, UANL. Marin
N.L. Comparacion de 12 genotipos de maiz y su respuesta a la inoculacion artificial de A.

flavus en dos fechas de siembra.

(F.S.xG.) .
Variedad Tratamiento. Genotipas Fecha de Siembra 1 Fecha de Siembra 2

Pinto Amarillo 7 889A* 96.7 A 83.0
NL-VS-02 12 B64 B 93.0 AB 81.5
UAAAN-2 2 86.1 BCOD 923 ABC 81.5
Pob 30 5 86.7 B 92.0 ABC 82.8
H-433 10 85.4 BCDE 90.3 ABCD 818
Blanco la Purisima 8 844 CDEF 90.0 BCD 80.3
P-3428 11 84.9 BCDEF 89.3 BCD 81.5
NL-U-127 4 84.3 DEF 80.0 BCD 80.8
Blanco Hualahuises 9 844 CDEF 88.7 BCD 81.3
Ranchero 6 83.0 F 86.7 CcD 80.3
UAAAN-3 3 8§3.4 EF 857 D 80.0
UAAAN-1 ) 1 83.2 F 84.7 D 80.0

* Los genotipos con la misma letra son estadisticamente iguales en la prueba de comparacion de
medias de Duncan al 0.05,

La variacion registrada en el comportamiento entre genotipos de las variables dias a
floracidn masculina y dias a floracidn femenina, se debe su constitucién genética debido al

origen geografico de cada genotipo empleado (Poehlman, 1965).

En relacion a las diferencias entre las fechas de siembra, se deben a las condiciones
ambientales registradas en la fecha de siembra 1 y fecha de siembra 2, principalmente a la

variacidn en la temperatura del ambiente. En la Figura 5 se observa que las temperaturas
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registradas en la fecha de siembra 2, fueron mayores que en la primera fecha de siembra; lo
cual tuvo como consecuencia que la duracién de las etapas de germinacion a floracion

masculina y femenina en la fecha de siembra 2, se acortaran con respecto a la fecha de

siembra 1.

La modificacién de la fenologia por efecto de temperaturas segin Larcher (1977), se
debe a que el desarrollo de las plantas esta sincronizado con procesos meteoroldgicos y
esencialmente con acumulacién de calor, lo cual provoca en cualquier genotipo, que la
duracién de sus distintas ctapas sea variable bajo condiciones ambientales diversas;
sefialando ademas que a mayor temperatura mayor acumulacion de calor y por consiguiente
menor duracién de las etapas fenoldgicas. Reyes (citado por Martinez et al., 1997), sefialé
que temperaturas minimas y maximas superiores a los 20 °C y 32 °C, respectivamente;
tienen como consecuencia que el ciclo biolégicos del cultivo del maiz, sea menor que
cuando las temperaturas son inferiores a estos niveles, debido a la reduccion en la duracion

de las diversas etapas fenoldgicas tal como ocurrid en el presente estudio.

En el Cuadro 1A, se presentan las diferencias entre fechas de siembra para las
floraciones de cada uno de los genotipos; se aprecia en general que para estas
caracteristicas, los genotipos mds precoces fueron rn-enos sensibles a variaciones del
ambiente que los mas tardios. Lo antes expuesto, se puede ejemplificar con los casos de
UAAAN-1 y Pinto Amarillo. UAAAN-1 fue el genotipo mads precoz para ambas
floraciones (floracién masculina y floracion femenina) en las dos fechas de siembra ; asi
mismo, fue el que menos diferencia presentd (7.9 y 4.6 diz—ié, respectivamente) para ambas

floraciones al compararse entre fechas de siembra. En contraparte, Pinto amarillo fue el
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més tardio en ambas floraciones, en las dos fechas de siembra y presentd mayores
diferencias (16.2 dias para Ia floraciéon masculina y 13.6 dias para la floracion femenina) al
comparar cada una de sus floraciones entre diferentes ambientes. De lo anterior, se puede
concluir que la sensibilidad de los genotipos en cuanto a duracién de las etapas fenoldgicas

en respuesta a variaciones de temperatura, esta relacionada en forma directamente

proporcional con la amplitud del ciclo bioldgico del cultivo.

4.2. Rendimiento de Grano por Parcela.

En el Cuadro 6 se indican los resultados del andlisis de varianza para esta variable,
consignidndose que hubo diferencias altamente significativas para las fuentes de variacion

fechas de siembra, variedades, pero no para la interaccién variedades por fechas de

siembra.

La Figura 10 presenta la comparacion de promedios para rendimiento en grano por
parcela, registrdndose que en el caso de fechas de siembra la que produjo mayor
rendimiento de grano por parcela fue la fecha de siembra 1, con un valor promedio de 0.48

kg parcela; en tanto que para la segunda fecha de siembra el promedio fue de 0.22 kg

parcela“’.
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Figura 10. Promedic de rendimientos de granos en maiz por parcela para valores del
factor fechas de siembra (F.S.). Marin N.L. Primavera-verano 1996. Comportamiento de

12 genotipos de maiz y su respuesta a la inoculacién artificial de A. fTavus en dos fechas
de siembra.

En cuanto a los valores promedic de genotipos (G), en el Cuadro 9, se observa que ¢l
menos rendidor fue Pinto Amarillo con un valor promedio de 0.07 kg parcela™, resultando
estadisticamente iguales a él; UAAAN-2, Pob 30, NL-VS-02, UAAAN-3, P-3428 v Blanco
Hualahuises, cuyas producciones de grano por parcela fluctuaron entre 0.13 y 0.35 kg
parcela”. El genotipo mas rendidor fue NL-U-127 con un valor promedio de 0.62 kg

parcela'l; siendo estadisticamente iguales a él, P-3428, Blancoe Hualahuises, UAAAN-1,
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Blanco la Purisima, Ranchero y H-433, , con valores que fluctuaron entre 0.32 y 0.50 kg

parcela™.

En el Cuadro 9 se muestran los resultados numéricos correspondientes, apreciandose
que en la fecha de siembra 1, el material que resulté con el valor promedio mas bajo fue el
Pinto Amarillo con 0.06 kg parcela’. El material con mayor rendimiento de grano fue el

Ranchero con un valor de 1.01 kg parcela™. En la segunda fecha de siembra se observé la

misma tendencia, en cuanto a que el material genético con menor rendimiento de grano fue
Pinto Amarillo con un valor de 0.08 kg parcelal, Con respecto al genotipo de mayor

rendimiento en esta fecha de siembra fue NL-U-127 con un valor de 0.39 kg parcela™.

En el Cuadro 9 se observa que el mayor rendimiento se presenté en la fecha de
siembra 1 con respecto a la segunda fecha de siembra. Las diferencias en rendimiento entre
fechas de siembras dentro de genotipos, varié de 0.05 (UAAAN-2 y Pob’30) hasta 0.77 kg
parccla'[ (Ranche-ro). Los genotipos que presentaron tendencia inversa a la antes
mencionada fueron Pinto Amarillo y UAAAN-3, los cuales resultaron tener mayor
rendimiento de grano por parcela en la segunda fecha de siembra en relacién a la primera,

con diferencias entre fechas de siembra de 0.02 y 0.14 kg parcela™ respectivamente.

La variacion del rendimiento entre fechas de siembra, se puede atribuir a la variacién
en las condiciones ambientales que se registraron entre ellas y basicamente a diferencias en
sus valores de temperaturas maximas y minimas (Figura 5). Lo anterior se basa en ¢l hecho

que en el presente estudio, [a disponibilidad de agua en el suelo no fue un factor
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diferenciable entre fechas de siembra, ya que la dispouibilidad de agua para riego fue

suficiente para evitar estrés por humedad en ambas fechas de siembra.

Cuadro 9. Comparacién de promedios de rendimiento de grano por parcela para genotipos

(G) e interaccidén ( F.S. x G. ). Ciclo Primavera-Verano, 1996, Facultad deigronomia, UANIL.

Marin N.L. Comparacion de 12 genotipos de maiz y su respuesta a la inoculacidn artificial de

A. flavus en dos fechas de siembra.

(F. $.xG.)
Genotipos Tratamiento. Genotipos Fechade Siembra 1 Fecha de Siembra 2
Ranchero 6 0.49 AB~ 1.01 0.24
NL-U-127 4 0.62 A 0.93 039
H-433 10 0.50 AB 0.84 0.24
UAAAN-1 1 0.43 ABC 073 0.20
Blanco la Purisima 8 0.44 ABC 0.69 0.26
P-3428 11 0.32 ABCD 043 0.23
Blanco Huaiahuises 9 0.35 ABCD 0.42 0.29
NL-vS-02 - 12 0.20 BCD 0.23 0.17
Pob 3¢ 5 0.16 BCD 0.19 0.13
UAAAN-2 2 0.13 cD 0.16 0.11
UAAAN-3 3 021 BCD 013 o7
Pinte Amarilio 7 0.07 D 0.06 0.08

* Los genotipos con la misma letra son estadisticamente iguales en la prueba de comparacion de

medias de Duncan al 0.05.

El menor rendimiento de grano por parcela en la fecha de siembra 2, con respecto a la

fecha de siembra 1, pudiera ser explicado en base a dos causas:
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a) Mayores temperaturas. Al presentarse mayores temperaturas en esta fecha de
siembra, el rendimiento de grano pudo haber sido afectado probablemente por una
reduccion en el nimero de granos por mazorca al coincidir temperaturas mayores al dptimo
(21 °C nocturna y 32 °C diurnas) con la etapa de espigamiento y polinizécién, pues seglin
Dunlap (1994) y Berbecel y Eftimesku (citados por Martinez et al.,1997), al coincidir esa
etapa fenolGgica con temperaturas mayores al Optimo, se acelera el proceso de
diferenciacion reproductiva provocando una alta aborcion de semillas debido a desbalances
metabdlicos en la planta. Asi mismo, las mayores temperaturas pudieron haber afectado el
peso promedio del grano, ya que aun desde antes del espigamiento, se regisfraron
temperaturas nocturnas mayores al éptimo, lo cual pudo haber tenido como consecuencia
una reduccién de la duracioén del periodo de llenado de grano asi como a mayores valores
de tasas de respiracion, debido a un mayor desdoblamiento de carbohidratos, teniendo

como consecuencia que haya una menor cantidad de fotosintatos disponibles para el llenado

de grano (Peter ef al.; citados por Martinez ef al., 1997).

b) Fecha de siembra. Es otro factor que pudiera ayudar a expiicar la variacién de
rendimiento por la sincronia entre las floraciones masculinas y femeninas (Cuadro 2 A). En
la primera fecha de siembra se observa menor asincronia que en la segunda fecha de
siembra. En el primer caso, los valores de dicha asincronia fluctuaron alrededor de dos dias
en todos los genotipos mientras que en la segunda fecha de siembra fue de cinco a seis dias.
Un mayor grado de asincronia entre floraciones limita la eficiencia de ia polinizacidn al

haber menor coincidencia entre liberacion de polen por las anteras y la receptividad de

estigmas.
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De acuerdo a lo anterior, podemos sefialar que es de vital importancia no sembrar
fuera de la fecha de siembra recomendada, la cual comprende del 15 de febrerc al 15 de
marzo para esta region, con el fin de evitar en lo posible someter al cultivo a condiciones

adversas de temperatura, aun cuando se cuente con riego disponible para evitar riesgos de

reducciones en el rendimiento.

En cuanto a la variacién del rendimiento de grano entre genotipos, se puede sefialar
que Pinto Amarillo, NL-VS-02 y Pob’30, aun y cuando son genotipos regionales,
presentaron los mas bajos valores promedio para esta caracteristica. Lo anterior pudiera ser
explicado principalmente por el hecho de que al haber sido los materiales mas tardios en su
floracién, se tuvo baja eficiencia de polinizacién, ya que la receptividad de sus estigmas
coincidié poco con la liberacién de polen de ellos y de los otros materiales genéticos. La
tendencia indicada se confirma con el analisis de correlacion realizado para las variables de
dias a floracién masculina y femenina con respecto al rendimiento de grano por parcela
cuyoe valor de coeficiente de correlacién para ambos casos fue de -0.41, lo cual indica
siendo de signo negativo una asociacién entre las variables antes mencionadas inversa;
genotipos mds tardios son menos rendidores. La explicacion de los bajos rendimientos en el
caso de UAAAN-2 y UAAAN-3 provenientes del Instituto Mexicano del Maiz de la
UAAAN (IMM), puede ser explicado porque son materiales con origen geografico de
regiones semj—tropicales;' los cuales, al ser establecidos en una zona de clima calido y con |
baja humedad relativa, pueden presentar pobre adaptacion al calor de esta regiones, tal
como lo sefialé Dunlap (1994), quien indicé que los geir_lotipos mejorados para zonas

templadas, presentan baja tolerancia al estrés al calor y generalmente muestran pobre

rendimiento de grano.
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En el caso de UAAAN-I, presentd nivel de rendimiento similar y en algunos casos,
numéricamente mayor que el de otros materiales con amplia adaptacién a las condiciones
ambientales de la region. Su buen comportamiento pudiera ser explicado porque siendo un
genotipo igual nque UAAAN-2 y UAAAN-3 mostrd una mayor adaptacion a las

condiciones climaticas de la regién en cuestion; ya que el IMM trabaja en el mejoramiento

genético en diversas zonas del pafs.

El resto de los materiales presenta buen nivel de rendimiento, lo cual es explicable
porque estos han sido sintetizados o mejorados para regiones con condiciones ambientales

similares a las de la localidad de prueba e incluso algunos de ellas son reproducidos en la

localidad.

Finalmente, para trabajos posteriores v con el fin de explicar mejor las variaciones de
rendimiento de grano, se sugiere tomar en consideracion la evaluacién de caracteres
relacionados directamente con el rendimiento, como son entre otros, cantidad de grano por

mazorca, peso promedio de grano y duracion del periodo de lienado de grano.

De acuerdo a lo hasta aqui planteado y considerando que las caracteristicas de dias a
floracién masculina y femenina asi como el rendimiento de grano por parcela, en términos
generales mostraron menor expresion en la segunda fecha de siembra con respecto a 12-1'
primera; se puede decir que los genotipos se vieron afectados por variaciones en las

condiciones ambientales en las cuales se evaluaron y en el dltimo caso también se vio

afectado por la presencia del hongo 4. flavus en los granos.
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4.3. Porcentaje de Granos de Maiz Infectados por Aspergillus flavus

Los resultados de los anélisis de varianza para esta variable muestran que no hubo
diferencias significativas entre fecha de siernbra, variedades y la interaccion variedades por

fechas de siembras (Cuadro 6).

La Figura 11 muestra que el efecto de las condiciones ambientales presentes en las
dos fecha de siembra sobre 1a manifestacion de la presente variable, fueron similares va que
la diferencia entre fechas de siembra fueron de solamente 3.3 %. Los valores porcentuales

para la primera fecha de siembra fue de 52.9 % y 56.2 % para la segunda fecha de siembra.

% de Incidencia

16/11/96 Ambientes 19/111/96

Figura 11. Promedio del porcentajes de granos de maiz infectados por Aspergillus flavus
para valores del factor fechas de siembra (F.S.). Marin N.L. Primavera-Verano 1996.

Comportamiente de 12 genotipos de maiz y su respuesta a la inoculacidn artificial de A.
[lavas en dos fechas de siembra,
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En lo que respecta al comportamiento de los genotipos en el Cuadro 10, se observa
que numéricamente Pob"30 fue el mas infectado por el hongo con un valor promedio de

67.8 %, el menos afectado con la presencia del hongo fue Blanco la Purisima con un valor

de 45.7 %.

En el mismo Cuadro 10, presenta que en la primera fecha de siembra, los genotipos
que presentaron la menor incidencia de A. flavus fueron UAAAN-2 y NL-U-127 con
valores porcentuales de 36.1 y 37.1 %, respectivamente. Los genotipos con una tendencia
mayor en el porcentaje de incidencia o mas suscepiibles al hongo fueron NL-VS-02,

UAAAN-3 y Pinto Amarillo con valores porcentuales de 76.2, 70.5 y 67.6 %,

respectivamente.

En la segunda fecha de siembra, los genotipos que mostraron menor susceptibilidad
al ataque del hongo fueron UAAAN-3, Pinto Amarillo y Blanco la Purisima con valores de
40.7,43.8 y 45 .0 % de éranos infectados. Los genotipos que presentaron una tendencia a
mayor infeccion del hongo fueron Pob’30, Ranchero, Blanco Hualahuises, P-3428 y NL-
VS-02 con valores de 77.1, 64.3, 60.0, 59.6 y 58.6 %, respectivamente. En el mismo
Cuadro 10, se observa que numéricamente (11;) hubo diferencia significativa) ocho
genotipos presentaron mayor grado de infeccion de A. flavus en la segunda fecha de
siembra con respecto a la primera, variandeo los valores de las diferencias entre ambientes
dentro de genotipos desde 2.9 % (UAAAN-1) hasta 22 % (Pob’30). Los cuatro genotipos
restantes presentaron una relacidn inversa a lo anterior. Blanco la Purisima presenta

practicamente valores iguales entre fechas de siembra (46.7 y 45 %, respectivamente); en
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los otros tres casos, las diferencias entre fechas de siembra fluctuaron en 17.6 % ( NL-VS-

02 ) hasta 29.7 % ( UAAAN-3 ).

Cuadro 10. Comparacién de promedios de porcentaje de granos infectados por Aspergillus
Sflavus para pgenotipos ¢ interaccién (F.S. x G.). Ciclo primavera-verano, 1996, Facultad de
agronomia, UANL. Marin N.L. Comparacién de 12 genotipos de maiz y su respuesta 3 la

inoculacién artificial de A. flavus en dos fechas de siembra.

{F.8.xG.)
Variedad Tratamiento. Genotipos  Fecha de Siembra 1 Fecha de Siembra 2
UAAAN-1 1 54.3 52.8 557
UAAAN-2 2 48.7 36.1 58.7
UAAAN-3 3 53.5 70.5 40.7
NL-U-127 4 47.3 371 55.0
Pob 30 5 67.8 552 771
" Ranchero 6 514 55.7 64.3
Pinto amarillo 7 : 55.7 67.6 43.8
Blanca la Purisima 8 457 46.6 45.0
Blanco Hualahuises S 539 . 457 60.0
H-433 10 50.5 - 435 55.7
P-3428 1 53.6 457 59.6
NL-VS5.02 12 66.1 ' 762 58.6

* Los genotipos con la misma letra son estadisticamente iguales en la prueba de comparacién de

medias de Duncan al 0.05,

Considerando los valores promedio registrados en cada una de las fechas de siembra,
se puede inferir que las condiciones ambientales que se presentaron durante los periodos de
ilenado de grano de los genotipos en ambas fechas de siembra, fueron las adecuadas para ¢l

desarrollo e infeccidn del hongo A. flavus.
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Relacionando los resultados obtenidos para cada uno de los 12 genotipos promedio de

las dos fechas de siembra, con la clasificacion de resistencia o susceptibilidad de genotipos
de maiz, de Scott y Zummo (1988), quienes consideran como genotipos susceptibles a la
infeccion de A4. flavus, cuando presentan porciento de granos infectados mayores a 36 %; se
puede sefialar que, todos los genotipos evaluados en las dos fechas de siembra, se pueden

clasificar, como susceptibles al ataque del hongo.

Lo hasta aqui indicado, demuestra que la técnica de inoculacién artificial empleada
fue adecuada para promover y evaluar la infeccién de A. flavus en los granos de genotipos

de maiz estudiados.

Es importante recordar que la cantidad del inéculo empleado fue propuesto por Scott
y Zummo (1988), quienes usaron una concentracién de 2 x 107, dicha concentracién
empleada en un periodo de tres afios fue la adecuada para la determinacion de materiales de
maiz resistentes o susceptibles, ya que la infecciéon del hongo en forma natural no dio
resultados positivos en el experimento debido a la influencia de las condiciones

ambientales.

La tendencia a una mayor incidencia de 4. flavus de los genotipos en la segunda
fecha de siembra, pudiera ser explicada porque en los periodos de llenado de grano, se
registraron mayores diferencias entre temperaturas minimas que entre temperaturas
maximas; ya que la variacion de estas ultimas, en ambas fechas de siembra fueron muy

similares, mientras que las temperaturas minimas en la segunda fecha de siembra fueron

mayores que en la primera fecha de siembra (Figura 5) y por arriba de los 22 °C ;de
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acuerdo con Rodriguez er. al. (19953), temperaturas nocturnas mayores de 22 °C favorecen

el crecimiento y desarrollo del hongo.

De acuerdo con los resultados, se considera que las condiciones ambientales que se
presentaron en ambos periodos de evaluacion fueron propicias para el desarrollo e mfeccidn
del hongo A. flavus, y que por lo tanto fue posible conjuntar los tres elementos
fundamentales que segan Diaz 1994, son necesarios para que ocurra el desarrolio de una
enfermedad infecciosa y las cuales son: presencia del hongo, hospedero susceptible y
ambiente adecuado. As{ mismo, es necesario sefialar que debido a que no se conté con un
tratamiento testigo sin inocular artificialmente, no se puede afirmar o negar en forma
categdrica la presencia del hongo en esta localidad; por lo tanto, se sugiere que en estudios
posteriores, se consideren tratamientos sin inoculacidén, con la finalidad de observar el

grado de infeccidn natural que puede ocurrir € inferir con precisidn si existe o no el hongo

en el ambiente de forma natural.

La resistencia genética a la infeccidn del hongo y a la produccién de aflatoxinas debe
ser considerada para obtener mejores cosechas en los lugares donde se presente el
problema. Crear materiales genéticos con caracteristicas de buena cobertura de las
mazorcas, resistencia a dafios por insectos, ausencia de aflatoxinas en los granos después
de la infeccion, retraso de la senectud del jilote después de la polinizacion y resistencia de

la planta a temperaturas altas y sequia, son factores que se deben tomar en cuenta para tal

fin. ‘
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4 4. Contenido de Aflatoxinas en Granos de Maiz

El andlisis de varianza para esta variable (Cuadro 6) indica que, estadisticamente no
hubo efecto significativo de fechas de siembra, variedades y la interaccion variedades por

fecha de siembra.

Al realizar un andlisis grafico de los resultados numéricos obtenidos, se observa entre
fechas de siembra (Figura 12), que la primera presentd un valor promedio de 101 ppb de

aflatoxinas, mientras que la segunda un valor promedio de 95.7 ppb de aflatoxinas.
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Figura 12. Promedio.de contenido de aflatoxinas (Ppb) en granos de maiz para valores
del factor fechas de siembra (F.S.). Marin N.JL. Primavera-Verano 1996.
Comportamiento de 12 genotipos de maiz y su respuesta a la inoculacion artificial de
Aspergillues flavus en dos fechas de siembra.
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En cuanto al comportamiento de los genotipos, se observa en el Cuadro 11, NL-VS-
02 fue el material que present¢ la menor concentracion de aflatoxinas en los granos con un
valor promedio de 63.4 ppb. El genotipo que tuve la mayor proporcion de aflatoxinas en

los granos fue AUUN-3 con un valor promedio de 128.7 ppb.

Con respecto al efecto de la interaccién fechas de siembra y genotipos, en el mismo
Cuadro 11 se indica que en la primera fecha de siembra el genotipo que registrd la menor
concentracion de aflatoxinas fue P-3428 con un valor de 32.6 ppb; AUN-3 fue el material

que presentd los mayores valores promedio de aflatoxinas en los granos con 154.5 ppb.

Para la segunda fecha de siembra, se muestra que el material que resulté con menor
cantidad de aflatoxinas en los granos fue NL-VS-02 con un valor de 53.1 ppb; mientras
que el genotipo con mayor cantidad de aflatoxinas en los granos resulté ser NL-U-127 con
un valor de 134.2 ppb. En la mayoria de los genotipos, se observé una tendencia a un

mayor contenido de aflatoxinas al ser establecidos en la primera fecha de siembra con

respecto a la segunda.
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Cuadro 11. Comparacién de promedios de contenido de aflatoxinas en grano para genotipos
(G) e interaccién ( F.S. x G. ). Ciclo Primavera-Verano, 1996. Facultad de agronomia, UANL.
Marin N.L. Comparacién de 12 genotipos de maiz y su respuesta a la inoculacién A. Sflavus en

dos fechas de siembra.

(F.5.xG))
Genotipos Tratamiento Genotipos Fecha de Siembra1 Fecha de Siembra 2
UAAAN-1 1 104.7 92.8 116.7
UAAAN-2 2 96.8 122.3 M3
UAAAN-3 3 128.7 164.5 102.8
NL-U-127 4 105.5 76.9 134.2
Pob’30 & 108.3 128.1 88.6
Ranchero 6 80.8 70.5 91.1
Pinto amarillo 7 102.7 151.3 54.2
Blanco la Purisima 8 i L 117.1 106.3
Blanco Hualahuises 9 98.0 116.1 80.0
H-433 10 101.9 81.4 122.4
P-3428 11 80.4 32.6 128.3
NL-VS-02 . 12 63.4 73.8 631

* Los genotipos con la misma letra son estadisticamente iguales en la prueba de comparacién de

medias de Duncan al 0.05.

Los valores obtenidos en promedio para cada una de las dos fechas de siembra,
resultaron ser muy elevados en comparacién con lo permitido en México por la Secretaria
de Salud y Asistencia que es el organismo responsable de verificar la calidad de los
alimentos para consumo humano y lo cual estipula que los productos para tal fin no deberan
presentar una concentracion de aflatoxinas mayor de 20 ppb (Villarreal 1992, Acosta 1994

y Torres 1996). Asi mismo, la anterior informacién permite confirmar que la cepa del

hongo A. flavus utilizada en la presente investigacion, efectivamente era productora de
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aflatoxinas y que las condiciones ambientales que se presentaron el las fechas de siembra
fueron adecuadas para la sintesis de ellas. Por otro lado, ya que estos valores son productos
de la inoculacion artificial, es posible que estas altas concentraciones de aflatoxinas no
pudieran haberse presentado en los materiales genéticos de maiz de forma natural, por lo

que deben reunirse ciertas condiciones ambientales y caracteristicas fisiologicas de los

maices.

Los resultados obtenidos para cada uno de los 12 genotipos indican que los granos de
éstos no presentan calidad para consume humano y se podrd recomendar el uso del
producto para alimento de ganado, ya que para ello el uso del grano tolera concentraciones
hasta 200 ppb (Villarreal 1992, Acosta 1994 y Torres 1996). Asi mismo, los resultados
indican que las variedades consideradas, son susceptibies a ser altamente contaminadas con
aflatoxinas, por lo cual se sugiere que al establecerse estas variedades en forma extensiva,

se deben tomar muestras de grano rutinariamente y ser sometidas a analisis de evaluacion

de contenido de aflatoxinas.

Los efectos de interaccion de fechas de siembra ¥ genotipos no resultaron
significativas, no obstante existe una amplia variacién entre el minimo y méaximo valor
promedio en cada fecha de siembra (32.5 y 151.2 ppb en la primera y 53.1 y 134.2 ppb para
la segunda). La no significancia de efectos de interaccién podria ser explicado porque la
cantidad de repeticiones que se utilizé para estimar esta variable fue de solamente 2. Lo
anterior, tuvo como consecuencia que los grados de libertad del error del ANAVA sean
menores que con la utilizacion de un mayor nimero de repeticiones, lo cual, posiblemente

provoco que el valor del cuadrado medio del error proporcionalmente fuera mayor y pudo
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evitar detectar diferencias significativas entre los niveles de los factores de variacion de
interés. La utilizacion de una baja cantidad de repeticiones, se debi¢ a la aplicacion del

método analitico tipo ELISA denominado Veratox (Neogen Corp., 1996) cuyos resultados

son de alta confiabilidad, pero de alto costo econdémico.

Los mayores valores promedio de contenido de aflatoxinas en la mayoria de los
genotipos en la fecha de siembra 1 (UAAAN-2, UAAAN-3 Pob’30, Pinto Amarillo, Blanco
la Purisima, Blanco Hualahuises, NL-VS-02) con respecto a la segunda fecha de siembra,
puede ser explicado en parte, por el hecho de que posiblemente el hongo parasitd por un
lapso mayor de tiempo los granos de mazorca cosechados en la fecha de stembra 1 y en
consecuencia haya liberado en ellos una mayor cantidad de residuos metabdlicos
(aflatoxinas). El mayor tiempo de parasifismo pudo haber sido como consecuencia
probablemente, de una mayor duraciéon del periodo de llenado de grano, debido a que las
temperaturas minimas fueron menores que en la fecha de siembra 2, lo cual como ya se
mencioné tiene como consecuencia mayor duracion de las etapas fenolégica. Sin embargo,
también pudo haber influido el tiempo transcurrido desde la cosecha hasta la fecha de
realizacion de los anilisis quimicos de las muestras de grano, que fueron para la fecha de

siembra 1, de cuatro meses y para la fecha de siembra 2 de tres meses.

Con respecto a la variacidn mostrada de los otros cinco genotipos (AUN-1, NL-U-
127, Ranchero, H-433 y P-3428), que fue diferente a lo mostrado anteriormente, cabe
mencionar que esto pudiera ser consecuencia del hecho de que posiblemente ios granos
muestreados para el caso de la primera fecha de siembra no fueron realmente

representativos de la contaminacion en sus respectivas mazorcas, como resultado de la
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distribucién aleatoria de los granos de las mazorcas de maiz. contaminados por aflatoxinas
(Dunlap, 1994), lo cual puede tener como consecuencia demasiada variacion en las
concentraciones de cada muestra evaluada. Es por esto que Garza (1994) recomendd tomar

muestras de 5 kg de granos de maiz del lote a evaluar, con el fin de contar con mayor

precision en la deteccién de aflatoxinas.

Los valores registrados de contenido de aflatoxinas en todos los casos estudiados son
considerados como altos (> 20 ppb), lo cual sugiere en principio, que al menos en la
localidad de prueba y con los genotipos evaluados; se debe considerar en forma rutinaria
llevar a cabo andlisis de aflatoxinas en las muestras de granos, aun y cuando no se inocule
artificialmente al hongo, ya que como se mencioné Ias condiciones ambientales son
propicias para el desarrollo del hongo. Sin embargo, dado que los presentes resultados son
de un afio de evaluacion y con inoculacién artificial del hongo, se recomienda continuar el
estudio por varios afios mas con la presencia e infeccion de 4. flavus y contenido de
aflatoxinas, considera:ndo ademis de la inoculacién artificial, tratamientos testigos con
cero inoculacién; para verificar la existencia de infeccion natural del hongo en la regidn
estudiada y considerando en los tratamientos testigo el anél?sis de infeccién por el hongo y
contenido de aflatoxinas. Asi mismo, se sugiere que se mida con mayor precision las
variaciones climaticas en las dreas de estudio para caracterizar mejor el ambiente de prueba.
De igual forma y con ¢l fin de tener informacién que explique mejor las variaciones entre y
dentro de genotipos en su respuesta a la incidencia de 4. flavus y contenido de aflatoxinas,
se sugiere considerar otras variables de planta y grano tales como son dias a madurez

fisiologica y contenido de humedad del grano al momento de la cosecha.



Y. CONCLUSIONES

Considerando que el presente estudio corresponde a un solo ciclo de evaluacion con
dos fechas de siembra y para las condiciones ambientales v de manejo de cultivo a que

estuvieron sometidos los genotipos, en base a los resuitados obtenidos, se concluye lo

siguiente:

1.- La sensibilidad de los genotipos en cuanto a la duracién de las etapas fenologicas
en respuesta a las variaciones de temperatura inducidas por dos fechas de siembra, esta
directamente relacionado con Ia amplitud de su ciclo bioldégico. En los casos de dias a
floracion masculina y dias a floracion femenina en las dos fechas de siembra los genotipos
mas precoz y mas tardio resultaron ser respectivamente UAAAN-1 vy Pinto Amarillo. Asi

mismo ambas variables mostraron menor expresion en la segunda fecha de siembra con

respecto a la primera.

2.- El rendimiento de grano de los genotipos fue afectado por las variaciones en las
condiciones ambientales en los cuales se evaluaron, observandose mayor rendimiento de
grano en la primera fecha de siembra con respecto a la segunda. El genotipo con mayor

rendimiento de grano resulté ser Ranchero; en tanto que ¢l de menor rendimiento fue Pinto

Amarillo.
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3.- Las variaciones de las condiciones ambientales entre fechas de siembra afectd

numéricamente la infeccién de granos por 4. flavus; los genotipos mostraron mayores
valores numéricos en la segunda fecha de stembra. Existe variacion numérica entre

genotipos en el grado de infeccion de A. flavus clasificandose todos como susceptibles.

4.- Los granos de los 12 genotipos de maiz en las dos fechas de siembra resultaron
con contenidos de aflatoxinas que sobrepasan las normas establecidas para consumo
humano y fue afectado numéricamente por las variaciones de las condiciones ambientales

entre fechas de siembra, mostrando mayor contenido en la primera.
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