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RESUMEN

Aspergillus flavus es la principal especie asociada a la contaminacion con aflatoxinas en
granos de maiz. Altos niveles de esta toxina en subproductos de maiz fueron reportados
en la industria maicera argentina. Es muy escasa la informacion acerca de la respuesta
de hibridos de maiz a A. flavus empleados en la provincia de Cordoba, informacion
necesaria para desarrollar estrategias de manejo a fin de lograr bajo nivel de incidencia
y severidad de este patogeno y de aflatoxinas en grano. El objetivo de este trabajo fue
evaluar la respuesta de hibridos de maiz a la infeccion experimental con A. flavus en la
zona centro de la provincia de Cordoba. El ensayo se realiz6 en el INTA Manfredi
durante las campafias 2014/15 y 2015/16. Se utilizd6 un diseiio de parcela dividida,
donde la parcela principal fue la fecha de siembra y las parcelas secundarias fueron los
cultivares y dentro de éstas fueron asignadas las técnicas de inoculacion. La siembra se
efectud en 2 fechas, septiembre y diciembre. Se evalu6 la severidad en la espiga con el
uso de una escala de sintomas diagramatica, la incidencia mediante incubacion de
granos en medio agar y la presencia mediante la técnica de luz UV (A: 365 nm). La
determinacion de la incidencia del hongo fue mas confiable que la severidad ya que la
espiga puede o no presentar sintomas y la técnica de luz UV dio falsos positivos. La
mejor técnica de inoculacion de A. flavus en espigas de maiz fue el uso de jeringa
automatica inyectando en el canal de estigmas y la fecha de siembra menos afectada fue
diciembre. Existe un comportamiento diferencial de los hibridos al patdgeno,
informacion valiosa que permite a los productores tomar decisiones de manejo a fin de

evitar o disminuir la enfermedad.

Palabras claves: A. flavus, cultivares, fecha de siembra, inoculacion, maiz.
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ABSTRACT

Aspergillus flavus is the main species associated with aflatoxin contamination in corn.
In Argentina, high levels of this toxin were informed by the corn industry. However,
there is little information about how corn cultivars used in the province of Cordoba,
Argentina, respond to A. flavus infection. Such information is essential to developing
management strategies aimed at lowering both the severity and incidence levels of the
infection caused by this pathogen and aflatoxin contamination in corn grains. The main
goal of this study was to evaluate corn cultivars' response to the artificial infection of 4.
flavus in the central region of the province of Cordoba. The trial was carried out at
INTA Manfredi over the 2014/15 and 2015/16 crop seasons. The design used was split
plot, where the main plot was the sowing dates and the secondary plots were the
cultivars and within these assigned the inoculation techniques. Sowing was carried out
on two different times on September and December. Severity was assessed using a
visual scale; incidence was measured by grain incubation on agar medium, and presence
was determined using the bright greenish yellow fluorescence (BGYF) presumptive test
(A365). The determination of the incidence of the fungus is more reliable than the
severity since the spike may or might not present symptoms and the BGYF false
positives. The best technique of inoculation of A. flavus in corn spikes is the use of
automatic syringe injecting into the channel of stigmas, the sowing date less affected
was December and there is a differential behavior of the cultivars to the pathogen. This
is a valuable source of information which allows corn growers to make management

decisions in order to avoid or decrease the disease.

Key words: A4. flavus, corn, hybrids, inoculation, sowing date.
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A- INTRODUCCION
A.1. Presentacion del problema

Las aflatoxinas, producidas por hongos del género Aspergillus conforman un grupo de
micotoxinas relevante, para el que muchos mercados han establecido umbrales maximos
de contaminacion (Etcheverry et al., 1999; MAFF, 1999). A medida que se genera
nueva informacion respecto al riesgo que implica la exposicion a estos compuestos, los
mercados tienden a incrementar las restricciones generando la necesidad de lograr
tecnologia para reducir los niveles de contaminacion al minimo técnicamente posible.
En este sentido se han reportado altos niveles de aflatoxinas en subproductos de la
industria maicera argentina. En algunas campanas agricolas mas del 30% de la cosecha

de algunas regiones ha registrado la presencia de la toxina (Camiletti et al., 2017).

Aspergillus flavus Link: Fr. y Aspergillus parasiticus Speare, incluidos en la seccion
Flavi, son consideradas las especies mayormente asociadas a la contaminacion con
aflatoxinas en maiz. 4. flavus es la especie prevalente y que causa mayores problemas
de contaminacion en la mayoria de los ecosistemas estudiados (Cardwell and Cotty,

2002; McGee et al., 1996).

Se han hecho prospecciones de enfermedades en algunas localidades de la region
maicera argentina como en la provincia de Buenos Aires, sobre muestras de grano y
subproductos de maiz (Etcheverry et al., 1999) y en la provincia de Cordoba, sobre
muestras de suelo, rastrojos e insectos obtenidas en campos cultivados con maiz,
indicando que 4. flavus también es prevalente en Argentina (Nesci y Etcheverry, 2002).
Torrico et al. (2016) evaluaron la incidencia de patdgenos de semilla en maiz durante 3
campafias consecutivas (2012/13, 2013/14 y 2014/15) en 59 lotes ubicados en la region
agricola central de Argentina, encontrando en las 2 primeras campafias 66 cepas de A.

flavus de los cuales 3 no produjeron aflatoxinas.

Actualmente, en Cordoba se cuenta con escasos estudios acerca del comportamiento de
hibridos de maiz a A4. flavus. Esta informacion seria muy util y necesaria como
estrategia de manejo para este patdgeno de espigas y, consecuentemente, evitar

aflatoxina en grano.



Cleveland y Bhatnagar (1992) indicaron que el desarrollo y uso de hibridos resistentes a
Aspergillus spp. y/o a la acumulacion de aflatoxinas es considerado como uno de los
enfoques mas efectivos para reducir la contaminacidn, la caracterizacion de la poblacion

del patdgeno es un paso relevante en el desarrollo de resistencia genética.

Las técnicas de inoculacion experimental empleadas a campo hasta el presente no han
logrado obtener buenas evaluaciones para la infeccion con 4. flavus, herramienta basica
para los patdlogos y mejoradores para poder continuar con estudios de interés. Como asi
también el uso de una técnica empleada en la industria de la molienda himeda maicera
que la deteccion de la presencia de 4. flavus en granos de maiz con fluorescencia bajo
luz UV, técnica mediante la cual segtn sus resultados, los cuales son muy subjetivos, se

acepta o rechazan los camiones con granos provenientes directamente del campo.

También las fechas de siembra de maiz en la zona central del pais van siendo cada vez
mas tardias, principalmente por la falta de precipitaciones en los meses de primavera,
esta modificacion del ambiente del cultivo puede afectar el comportamiento del

genotipo y del patdgeno.



A.2. Antecedentes
A.2.a. El cultivo de maiz

El maiz (Zea mays L.) es una graminea originaria de América, con centro de origen en
América Central y México y varios centros de diversidad a lo largo de la Cordillera de
los Andes. Se han formulado diversas teorias respecto del origen del maiz cultivado, y
en general se acepta que las especies silvestres teosinte y Tripsacum han estado
asociadas al proceso de evolucion del maiz. Se trata de una especie diploide, que consta
de diez pares de cromosomas (2n=2x), se
reproduce por semillas resultantes de la
fecundacion cruzada de 6vulos dispuestos
en una inflorescencia femenina (espiga),
generalmente Unica y ubicada en posicion
axial. La fecundacion se realiza con
granos de polen producidos en una
inflorescencia masculina (panoja) ubicada
en la porcion apical del tallo. La
polinizacién es anemofila y el porcentaje

de autofecundacién es muy reducido.

(Eyhérabide, 2012)

“Figura 1: Planta de maiz.



El maiz, es una especie monocotiledonea anual perteneciente a la familia de las Poaceas
(gramineas) que no se encuentra en estado silvestre (Buntig et al., 1982). Es una de las
plantas domesticadas mas antiguas y fue cultivada durante muchos siglos por los
indigenas del continente americano, quienes obtuvieron mejoras genéticas
sobresalientes, logrando variedades de maices amilaceos, dulces, duros y dentados. Es
uno de los alimentos mas importante de los habitantes de México, Centro América y
varios paises de América del Sur (INTA, 1980), como asi también en el continente

africano (Rheeder et al., 1992).
A.2.a.1. Contexto internacional.
Produccion

La produccion mundial de maiz crecid en los Gltimos 35 afios a una tasa promedio anual
del 2,9%, ritmo que implica la duplicacion de la cosecha en menos de tres décadas. De
esta manera, se pas6 de cerca de 300 millones de toneladas (MMt) promedio en la

década del "70 a 818,8 millones en el afio 2009 (Goizueta, 2014).

Los mayores productores mundiales de maiz son Estados Unidos y China (Tabla 1).
Segtn los analistas del mercado (Mufoz, 2016) la produccion esperada 2016/17 en
EEUU, principal pais productor, superard a la del ciclo anterior en 21 MMt con lo que el
stock final crecerd en 8 MMt y la relacion stock final /consumo se ampliara de 14,4 % a
16,4 %. A su vez, a nivel mundial la produccion esperada sera de 1.011,8 MMt, con un
aumento de 45,4MMt sobre el ciclo pasado manteniéndose una relacion stock /consumo
en 20 %, esto hace que el precio esperado mundial se mantenga en niveles similares a

los de la ultima campafa (Ghida Daza, 2016).



Tabla 1: Produccion mundial de maiz. Campafia 2016/17 (CNPAMM, 2017)

Paises Produccion (MMt)
1. Estados Unidos 383
2. China 216
3. Brasil 82,5
4. Union Europea 61
5. Argentina 36,5
6. Ucrania 26
7. MEéxico 24,5
8. India 24,5
9. Rusia 14
10. Sudafrica 13

Consumo

El consumo mundial de maiz ha crecido constantemente en los tltimos 20 afios a una
tasa promedio anual del 3%, pasando de las 473,4 MMt anuales en 1990/91 a 842,4
MMt en el afio 2010/11 (USDA, 2011). El maiz destinado a consumo alimentario e
industrial, que representaba el 30% del consumo mundial en el afio 2000/01, paso6 al
41% en el afio 2010/11 en detrimento del maiz con destino a alimentacion animal. En
este aspecto es importante destacar que de las 209,5 MMt que aument6 el consumo
industrial entre el 2000/01 y el 2010/11, unas 112 MMt corresponden a lo que demanda

la industria del etanol s6lo en Estados Unidos (Goizueta, 2014).

Entre los paises de mayor consumo se encuentran EEUU (35% del consumo mundial),
China (20%) y el conjunto de la UE (7%); con un peso relativo menor le siguen Brasil,

Meéxico y Japon (Goizueta, 2014).
Comercio

Argentina es uno de los paises del mundo que mas maiz exporta en relacion al maiz que
produce (alrededor del 60%, cuando en Brasil es el 20% y en Estados Unidos el 15%).
El hecho que un elevado porcentaje de maiz se exporte como grano significa que
Argentina estd desaprovechando oportunidades de transformacion de ese maiz en otros

productos (carnes, huevos, leche, productos industriales) (Garzon y Rossetti, 2013).



Las exportaciones de maiz en grano representan el 45% del total del valor de las
exportaciones mundiales del complejo de maiz; el otro 55% corresponde a productos
industrializados, entre los cuales el producto més importante es el alimento para
animales (55,8%), seguido por el etanol (17,8%), los cereales para desayuno y barras

(10,7%) y los endulzantes (6,2%) (Goizueta, 2014).

El maiz es el segundo cereal mas sembrado en el mundo, después del trigo. De acuerdo
a estadisticas del Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA), se siembran
cerca de 177 millones de hectareas (MMha) de maiz en el mundo. Un porcentaje
importante de estas semillas son provistas via comercio internacional. Las estadisticas
de comercio mundial refieren a 1,2 MMt de semillas exportadas en el 2012, mercado en

el cual Argentina participa con menos del 5% (Garzon y Rossetti, 2013).
Insercion de Argentina en el mercado mundial

La importancia de los cereales en Argentina queda claramente reflejada en los niveles
de produccion de grano, el lugar que ocupa el pais como productor a nivel mundial, su

nivel de industrializacion, los volimenes de exportacion (Eyhérabide, 2012).

El cultivo del maiz constituye en el afio 2010 el segundo rubro en importancia dentro de
la produccion primaria de granos, representando el 24% (22,7 MMt) de la produccion
de cereales y oleaginosas y el 12,6% (3,7 MMha) de las hectareas sembradas en el pais.
Del total producido, 15,5 MMt se destinaron a la exportacion (68%) y el resto se
consumio internamente, utilizandose en la industria o en la elaboracion de raciones. Del
maiz destinado a consumo interno, 5,8 MMt (26%) se utiliz6 en produccion animal (del
cual 2,3 MMt tiene como destino la industria del balanceado) y 1,3 MMt (6%) a la
industria de la molienda hiimeda y seca (MAGyP, 2011).

La produccién y la exportacion de maiz describen trayectorias similares entre 2002 y

2010, presentando un incremento del 54% y 85%, respectivamente (Goizueta, 2014).
A.2.a.2. Contexto nacional
Zonas productoras

La region maicera templada de Argentina se extiende entre los paralelos de 31° y 40° L
S y entre los meridianos 57° y 65° L O de la pampa himeda y subhtimeda (Figura 2).

En esta area, los factores climaticos (Iluvias, temperaturas, evaporacion, etc.), a través



de su accion individual o conjunta, introducen el «azar» en los sistemas productivos,

hecho que repercute fuertemente en el volumen total producido. (Totis de Zeljkovich,

2012)
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Figura 2: A) Precipitacion anual de Argentina periodo 1981-2010 B) Temperatura media anual
de Argentina periodo 1981-2010. En recuadro la region maicera templada.
Fuente: Servicio Meteoroldgico Nacional (2018)

De acuerdo con la caracterizacion climdtica de Koeppen, la region pampeana
corresponde a un clima subtropical himedo, con un verano muy calido, y sin estacion
seca (Guevara, 1991). El periodo medio libre de heladas varia entre 180 y 260 dias por
afio, con una disminucidén desde el N-NE hacia el S-SO, presenta una marcada
variabilidad interanual tanto en la fecha de la primera como de la ultima helada. La
amplitud térmica anual es de 12 a 15°C y aumenta de E a O. El cociente fototermal o
relacion entre la radiacion y la temperatura media sobre el umbral de crecimiento para el
cultivo (8°C), el cual presenta una asociacion positiva con los rendimientos del maiz en
condiciones hidricas, densidades y fechas de siembra 6ptimas (Andrade, 1992), presenta
valores menores en el N (1,74 Mj/m?dia® C para Pergamino, Bs. As.) y mayores enel S

(2,13 Mj/m?dia® C para Viedma, Rio Negro) (Totis de Zeljkovich, 2012).



El cultivo se lleva a cabo en un amplio rango de temperaturas medias que oscilan entre
13-32°C, con precipitaciones entre 500-2000 mm (Buntig et al., 1982). Las
precipitaciones se reciben en mayor proporcidon desde la primavera hasta el otofo,
incrementandose las lluvias invernales hacia el S. Las precipitaciones de la region
presentan, ademas, gran variabilidad espacial, y elevada intensidad, hecho que sumado a
las caracteristicas fisicas de gran parte de los suelos y a los elevados valores de
evapotranspiracion maxima (ETM) que se registran durante el verano, determina la
ocurrencia de sequias de distinta intensidad y duracion. Estas son las causas principales
de la variabilidad interanual de los rendimientos del cultivo de maiz en el area y de la
respuesta a la fertilizacion nitrogenada (Totis de Zeljkovich et.al., 1992; Totis de

Zeljkovich, 2012).

La fecha de siembra del cultivo de maiz es otro aspecto a considerar. En la zona nticleo
maicera la estabilidad del rendimiento en siembras tempranas se ve comprometida
debido a la ocurrencia de sequias en el periodo critico, momento en que el cultivo tiene
una elevada demanda hidrica. Por otro lado, si se atrasan las siembras, el cultivo esta
mas expuesto a ataques de orugas de Lepidopteros que afectan severamente el
rendimiento y aparecen enfermedades que no estan presentes en las siembras
tempranas. Con la aparicion de hibridos Bt y el desarrollo de tecnologias para el control
de las principales orugas que afectan la planta y la espiga, es posible retrasar la fecha de
siembra a principios de diciembre, de modo que la floracion ocurra a mediados de
febrero y asi escapar a los periodos de sequia durante el periodo critico. Como
desventaja, el cultivo florece con menor intensidad de radiacion, debido al acortamiento

de los dias, y el potencial de rendimiento es menor (Presello et al., 2016).

La fecha de siembra afecta a otros caracteres como el secado de grano a campo y las
enfermedades, teniendo en cuenta que los ambientes de ambas épocas predisponen al

cultivo a diferentes patdogenos.
Produccion

El 4rea sembrada con maiz y sorgo crece a un 10% anual al considerar como punto de
partida la evolucion de la superficie de las campafnias 2005, 2006 y 2007 donde se
comenzo a reflejar el cambio en la demanda mundial de granos forrajeros destinados a

la industrializacion con mayor valor agregado (MAIZAR, 2008).



En el pais, la superficie promedio de los tltimos afios destinada a este cereal es de 3,5
MMha, con un rendimiento de 7.000 kg/ha aproximadamente (Figura 3) (MAGyP,
2017). La mejora tecnologica, la siembra directa, la fertilizacion, el riego, la eficiencia
de cosecha y el alto rendimiento, han posicionado a la Argentina como el segundo
exportador mundial de grano de maiz luego de Estados Unidos y el principal destino de

¢éstos es para la elaboracion de alimentos para las producciones pecuarias de todo el
mundo (INTA, 2012).
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Figura 3: Produccion y superficie sembrada de maiz en Argentina (ciclo 1979/80 - 2015/16).
Fuente: elaboracion propia con datos de MAGyP (2017)

Desde un punto de vista microeconémico, en la zona nticleo maicera argentina, el maiz
se halla en desventaja frente a la soja y al trigo, pues es el que mayor inversion requiere
en términos de gastos directos. Dentro de los costos, implantacién y proteccion del
cultivo, la semilla del hibrido es el componente de mayor peso (Lieutier, 2002). El area
sembrada con maiz se encuentra entre los 3,5 y 4 MMha, a pesar de haber llegado a
registros de 2 MMha a fines de los 80 y 3 MMha a principio del 2000. Esta evolucion
del area sembrada estd asociada ademds a una relocalizacion del cultivo hacia areas
marginales. En efecto, en las principales zonas se observa cierto desplazamiento a favor
de la soja, debido a factores locales e internacionales que le han dado mayor
rentabilidad a ese producto. El aumento de los rendimientos compensa la estabilizacion
del 4rea sembrada, con lo cual la produccion mantiene una tendencia creciente que pasa

de 6,4 MMt en 1980 a 22,7 MMt en el 2010 (Goizueta, 2014).
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En Argentina el maiz se produce en una extensa superficie, aunque el 72% de la
superficie sembrada y el 83% de la produccion se concentran en las provincias de
Cordoba, Buenos Aires y Santa Fe con 27% y 30%, 31% y 36%, y 14% y 17% de éarea
sembrada y produccion respectivamente (Goizueta, 2014). En Cordoba ocupa el
segundo lugar de area sembrada con un 35% después del cultivo de soja, con una
superficie promedio en los ultimos 30 ciclos agricolas, de 980.268 ha y una produccion

estimada en 4.651.814 t. (Figura 4) (MAGyP, 2017).

Produccion y Superficie Sembrada en Cordoba
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Figura 4: Produccion y superficie sembrada de maiz en la provincia de Cérdoba (ciclo 1979/80 -
2015/16). Fuente: elaboracion propia con datos de MAGyP (2017)

Las excepcionales condiciones edafoclimaticas de Cérdoba (buena fertilidad y adecuado
nivel de lluvias) permiten que en la actualidad sea una de las principales productoras de
granos de Argentina, especialmente en cereales y oleaginosas. El territorio de la
provincia tiene una extension de 165.321 km? (que equivale a 16,5 MMha), segun el
barrido del Censo Nacional Agropecuario 2008, aproximadamente 11,2 MMha
revelaron uso agropecuario de diversa intensidad (agricultura extensiva e intensiva, y

ganaderia extensiva e intensiva) (Garzon et al., 2015).

El incremento del area de cultivo de maiz en la region nicleo argentina es altamente
adecuado para lograr un esquema de rotaciones compatible con la sustentabilidad
ambiental y para ello es importante el resultado economico del cultivo. Las diferencias
en el comportamiento de los hibridos observadas en distintos ensayos ayudan a la

eleccion del cultivar como estrategia de manejo para lograr mayores y mas estables
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rendimientos, manejar problemas relacionados a estreses bidticos y abidticos o

aprovechar precios diferenciales relacionados a atributos de calidad del grano (Presello
et al., 2016).

Industrializacion

Junto con el trigo y el arroz son los tres principales cultivos cerealeros del mundo
(INTA. 2012). La transformacion de materias primas en productos de mayor valor es
esencial para el desarrollo de nuestro pais y el grano de maiz es la principal materia
prima para sectores cada vez mas relevantes de la economia de los paises. Algunos
sectores encuentran por primera vez en su historia una oportunidad de crecimiento unica
pudiendo aspirar a transformarse en lideres mundiales con productos de alta calidad
basados en la disponibilidad de maiz en gran cantidad a un bajo costo. Los puntos
centrales son: avicultura, ganaderia vacuna, cerdos, lecheria, molienda humeda,

molienda seca, biocombustibles y energias renovables, biomateriales (MAIZAR, 2008).

Actualmente es una de las materias primas mas importantes, ya que es el sustento de la
produccioén animal en el mundo como también para la industria de alimentos. Con la
aparicion de los biocombustibles, se transformo en el principal insumo utilizado para la
fabricacion de etanol, biogas y biodiesel y es también esencial para el desarrollo de los
nuevos materiales biodegradables como los biopléasticos. EI maiz presenta ventajas
sobre los derivados del petroleo, ya que es un recurso renovable, los productos finales
obtenidos son biodegradables y su degradacion no altera el balance de anhidrido
carbonico atmosférico. Asi los paises que no podian aumentar sus materias primas
agricolas, estan invirtiendo para crear cadena de valor alimenticias y de energia

renovables (MAIZAR, 2008).

Esta diversidad de usos la convierte en una cadena de alta complejidad por la
heterogeneidad de actores, actividades y procesos industriales (Figura 5). Paralelamente,
le da la caracteristica de poseer un importante potencial para el desarrollo y

profundizacion de alternativas con agregado de valor (Goizueta, 2014).
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Figura 5: Cadena de maiz de la provincia de Cérdoba (FADA, 2016)

La calidad de uso del maiz estd determinada principalmente por la estructura y
composicion del grano. (Cirilo y Andrade, 1998; Watson, 1988). Las diferencias en
estructura y composicion dependen del cultivar asi como de las practicas de manejo, el
clima, el suelo y los métodos de cosecha y poscosecha. Los cultivares de maiz difieren
en atributos de la calidad del grano, tanto fisicos como quimicos (Eyhérabide et. al.,
2007, MAIZAR, 2012).

La industria de la molienda seca de maiz consiste en un proceso industrial de
transformacion del cereal mediante el cual se elaboran harinas, sémolas y trozos,
productos que se diferencian basicamente por su granulometria. Los destinos principales
de los productos de estos molinos pueden ser el consumo humano o el uso en otras

industrias alimenticias (Garzon et al., 2015).

La molienda humeda es tecnologicamente mds sofisticada que la molienda seca;
consiste en la separacion de las partes del grano (germen, fibra, gluten y almidon)
mediante procesos fisicos, continuos que se realizan en agua. De los cuatro
componentes del grano de maiz, el objetivo de la molienda humeda es la obtencion del
almidon, pero en ese proceso se van obteniendo otros productos (Garzon et al., 2015).

Durante el procesamiento de la molienda hiimeda las aflatoxinas se concentran en los
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subroductos con gluten. Una estimacion aproximada es que los niveles de aflatoxinas en

estos subproductos alimenticios son tres veces mas que las de maiz entero (Munkvold et

al., 2012)

Incentivada por factores impositivos (Ley N©26.093), productivos (posibilidad de
transformar el abundante maiz disponible) y del contexto del mercado energético
(pérdida del autoabastecimiento energético), la produccion de bioetanol a base de maiz
en Argentina aument6 considerablemente. Este fuerte incremento en la produccion se
debid¢ fundamentalmente al uso del maiz en la actividad. Hasta el afio 2012 solo se
producia etanol a base de cafia de azucar, mientras que a partir de ese afio, cuando se
inaugura la primera planta a base de maiz, la produccion crece exponencialmente afio a
afo, siendo que la de cafia lo hace muy poco y luego se estabiliza. Asi, ya en 2013, con
solo dos plantas en actividad hasta finales de afo, el maiz representd el 35% de la
produccion total de bioetanol, y en 2014, con cincos plantas funcionando, se estima una

participacion del 58% del total (Garzon et al., 2015).

Siguiendo la definicion del INASE, semillas fiscalizadas son aquellas cuyo proceso de
produccion comienza en el control del origen de la semilla que se siembra, continia con
la inspeccion de los lotes de produccion y cosecha y finaliza en el acondicionamiento,
envasado y rotulado del producto final. Considerando los principales cultivos de la
provincia de Cordoba, la produccion de semillas para hibridos de maiz, sorgo y girasol
tiene un importante grado de especializacion, las labores a realizar son mayores y por lo
tanto el costo de produccion, por lo que usualmente estos campos se destinan en forma
exclusiva a la produccion de semillas. Cordoba aportd el 17,5% de la produccion
nacional de semillas fiscalizadas de maiz durante la campana 2011/12. Resulta
importante advertir que la mazorca producida en la provincia se exporta a plantas
ubicadas en provincias vecinas, donde la semilla sera tratada, embolsada y enviada a los
distintos destinos y mercados, entre ellos, la propia provincia de Cérdoba (Garzon et al.,

2015).

La calidad de las semillas de maiz también es definida a través de su pureza varietal,
vigor, poder germinativo y sanidad. Este Gltimo atributo merece especial consideracion,
ya que una gran cantidad de microorganismos pueden ser transportados por semillas y
sobreviven con ella por largos periodos. Cuidar las semillas frente al ataque de diversos

patdgenos, en el inicio del ciclo, es de fundamental importancia ya que la viabilidad sera
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un factor determinante en el futuro stand de plantas, lo que sin duda repercutira

directamente en el rendimiento final del cultivo (INTA, 2012).

A.2.2.3. Enfermedades del maiz

La mayor parte de las enfermedades de las plantas son causadas por hongos, los cuales
pueden ser parasitos o saprofitos. Algunos pueden vivir de una u otra forma
dependiendo de las condiciones de ambiente y otros son parasitos obligados,

requiriendo tejido vivo (Botta y Gonzalez, 2012).

Los hongos pueden atacar todas las partes de la planta y causar una amplia variedad de
sintomas, desde podredumbre de raices y manchas en hojas, hasta marchitamientos y
enanismos. El método y sitio de infeccidon estdn muy relacionados con la forma de
diseminacion. Los hongos patdgenos habitantes del suelo son diseminados por el
movimiento del suelo o por el rastrojo de plantas infectadas; en cambio los que atacan la
parte aérea son diseminados por las corrientes de aire, la salpicadura de las lluvias o los
insectos. Muchos hongos son diseminados por semillas infectadas u otros tejidos (Botta

y Gonzalez, 2012).

En la Argentina la diversificaciéon de ambientes en donde actualmente se cultiva maiz y
la ampliacién de la fecha de siembra, entre otros factores, han creado un corredor verde
de este cultivo que se extiende practicamente todo el afio calendario. Esto genera,
especialmente en afios Niflo, con otofios templados-calidos e inviernos benignos,
ambientes propicios para el progreso de enfermedades tradicionales y la deteccion y

aumento de nuevas patologias (Couretot et al., 2016).

Las principales enfermedades fingicas en el cultivo de maiz son: la roya comun
(Puccinia sorghi) y el tizon foliar (Exserohilum turcicum) que se presentan todos los
afios con diferentes niveles de severidad segin las condiciones climaticas, el material
genético sembrado y los biotipos de los patdgenos presentes. Asi mismo en las ultimas
campafias, se observaron con distintos niveles de severidad, lesiones foliares de origen

bacteriano asi como también nuevas enfermedades fungicas (Couretot et al., 2016).

Las podredumbres de raiz y base del tallo también son enfermedades de importancia
en la zona nicleo maicera. Los patdgenos asociados a este tipo de podredumbre son un
complejo de hongos necrotroficos y ocasionalmente bacterias (Carmona et al., 2006;

Diaz, 2011; Marinelli et al., 2010; Parisi y Couretot, 2010). Los hongos mas
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frecuentemente detectados son: Fusarium graminearum, Fusarium verticilloides,
Stenocarpella  macrospora, Stenocarpella maydis, Colletotrichum graminicola,

Macrophomina phaseolina (De Rossi et al., 2017).

De los patogenos que se encuentran en el suelo, el mas comun es Pythium spp., ademas

de hongos de los géneros Fusarium, Penicillium y Aspergillus (Botta y Gonzalez,
2012).

Los hongos asociados a la semilla son comunmente aquellos que producen la
podredumbre de la espiga y los detectados frecuentemente son: Fusarium
graminearum, Fusarium verticilloides, Stenocarpella maydis, Aspergillus spp.,

Penicillium spp. (De Rossi et al., 2017).

Para el manejo de las enfermedades, es recomendable aplicar buenas practicas, donde
las principales medidas son: seleccion de materiales tolerantes o resistentes, utilizar
semillas sanas y con tratamiento de fungicida correcto, sembrar en la época adecuada
para evitar que los periodos criticos del cultivo coincidan con las condiciones
ambientales mas favorables para el desarrollo de las enfermedades, rotar cultivos,
fertilizacion equilibrada, densidad de plantas adecuada, control de malezas e insectos,
aplicacion de fungicidas cuando es necesario y recomendado, cosechar correctamente
en tiempo y forma (Munkvold & White, 2016; Reis et al., 2004) y monitoreo de los
lotes. Estas medidas, ademas de traer un beneficio inmediato al productor por reducir el
potencial inoculo de los patdogenos presentes en el lote, contribuyen a la durabilidad y
estabilidad de la resistencia genética presente en los hibridos comerciales por reducir la

poblacion de agentes patogénicos. (De Rossi et al., 2017).

La resistencia a hongos toxicogénicos en maiz es de tipo parcial, es decir que todos los
hibridos son colonizados por el patdogeno, pero mientras los mas susceptibles presentan
un alto porcentaje de espigas con sintomas severos, con bajo peso y alta concentracion
de micotoxinas, los menos susceptibles mantienen sus espigas en un rango de severidad
de sintomas leve con escaso impacto en el rendimiento y la inocuidad del grano

(Presello et al., 2016).

El germoplasma de maiz argentino expresa mecanismos de defensa ante la invasion
fungica, que incluyen una alta tasa de senescencia de estigmas que disminuye la

exposicion y la posterior entrada del hongo al grano por esa via, la emision de
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compuestos volatiles en estigma y grano, o el espesor y el contenido de compuestos
fenolicos del pericarpio. Estos son mecanismos de resistencia amplia, es decir efectivos
para varias especies fingicas. La resistencia a podredumbres de espiga implica un
menor desarrollo de micelio y por lo tanto menor posibilidad de concentracion de

micotoxinas en grano (Fernandez et al., 2014, Oviedo et al., 2014).

A.2.b. El género Aspergillus

En 1729 el género Aspergillus fue mencionado por primera vez por el bidlogo italiano
Pier Antonio Micheli quien us6 el nombre Aspergillum por el parecido del hongo con el
instrumento usado para dispersar agua bendita. La descripcion hecha por Micheli de
este género de hongo en su obra Nova Plantarum Genera tiene importancia historica, al
ser reconocido como el punto inicial de la ciencia de la micologia

(https://www.ecured.cu/AspergilLus_flavus).

Aspergillus es un género que contiene alrededor de 200 especies (mohos), y es ubicuo.
Es un hongo filamentoso (compuesto de cadenas de células, llamadas hifas), diferente a

las levaduras, estas ultimas compuestas de una sola célula redondeada.

El color es la principal caracteristica macroscopica para la identificacion de los grupos
de Aspergillus. Poseen distintos tonos de verde, pardo, amarillo, blanco, gris y negro.
Las cabezas conidiales presentan bajo el microscopio cuatro formas basicas: globosa,
radiada, columnar o claviforme (Figura 6) y a simple vista las més grandes suelen

parecer diminutas cabezas de alfiler sobre el substrato (Kozakiewicz 1989).


https://www.ecured.cu/AspergilLus_flavus
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Figura 6: Formas basicas de las cabezas conidiales de Aspergillus (Carrillo, 2003).

En este género, los conidios constituyen cadenas que se originan en la célula
conididgena o fidlide y en algunos hay células adyacentes a las fidlides denominadas
métulas o células de soporte. Poseen una o dos series de células sobre la vesicula, o bien

presentan simultaneamente cabezas de ambos tipos (Kozakiewicz 1989).

Las caracteristicas macro y micromorfologicas, como el color de los conidios, la forma
de la cabeza, la superficie y dimensiones del conididforo, la forma y textura de las

esporas, han permitido agrupar las especies de Aspergillus en secciones o grupos (Tabla
2) (Klich and Pitt, 1992).
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Tabla 2: Caracteristicas de los grupos/secciones de Aspergillus (Klich and Pitt, 1992).

Secciéon Especie Conidios Métula Vesicula Conidi6foros Otros
. cleistotecio amarillo o
Aspergilli A. glaucus verde, rugoso no obosa a espatulada liso . i
Perg & e el P anaranjado, osmofilo
Candidi A. candidus blanco si globosa liso esclerocio
Cervini A. cervinus anaranjado no globosa liso -
Circumdati | A. ochraceus amarillo si globosa liso 0 rugoso esclerocio amarillo
Clavati A. clavatus verde claro no claviforme liso
A. . . . . .
Cremei verde, pardo si/no globosa liso cleistotecio crema, osmofilo
cremeoflavus
Flavipedes |A. flavipes palido, canela si espatulada liso, pardo células de Hiille
Flavi A. flavus verde, pardo si/no globosa rugoso esclerocio
Fumigati A. fumigatus verde azulado no espatulada liso -
. . j ¢lulas d
Nidulantes |A. nidulans verde oscuro si espatulada liso, pardo A3C0SpOros I:%]l(l)s, colas de
e
Nigri A. niger negro si/no globosa liso esclerocio
ituna, verd. .
Ornati A. ornatulus acet ,.VCI‘ eno no espatulada liso -
amarillento
d , .. . ,
Restricti A. restrictus verde oseuro, 1o no piriforme liso osmofilo
forma de tonel
Sparsi A. sparsus aceituna, pardo si globosa a piriforme rugoso -
Terrei A. terreus canela, pardo si globosa liso -
Usti A. ustus gris aceituna si oval liso, pardo -
Versicolores | A. versicolor verde si variable liso células de Hiille
Wentii A. wentii beige si variable liso a rugoso -

La estructura microscopica de Aspergillus es tUnica. Tienen hifas tabicadas y

conidi6foros cuya cabeza estd localizada en el extremo de una hifa, compuesta por una

vesicula rodeada por una corona de fidlides en forma de botella directamente inserta

sobre la vesicula. De las fidlides se desprenden las esporas (conidios) (Figura 7) (Alcala

et al., 1997).
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o

Conidiéforo

T

Figura 7: Estructuras microscopicas de Aspergillus (Alcala et al., 1997).
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La mayoria de las especies del género Aspergillus son saprofitas que desempefian un
papel esencial en la degradacion de la materia organica. Su habitat natural es el suelo
donde sobreviven y se desarrollan sobre materia en descomposicion. Este género es uno
de los mas abundantes en la naturaleza y puede encontrarse en cualquier ambiente; se
reproduce por conidios cuya germinacion da origen a las hifas. Para su crecimiento,
Aspergillus requiere de humedad relativa entre el 70 y 90 %, contenido de agua en la

semilla entre 15 y 20 % y un rango de temperatura amplio (0 a 45 °C) (Klich, 2002).

A.2.b.1. Aspergillus flavus

Aspergillus flavus se identifica taxondmicamente dentro del reino Plantae, clase
Eurotiomycetes, orden Eurotiales, Familia Trichocomaceae

(https://www.ecured.cu/AspergilLus flavus).

Forma colonias de crecimiento rapido, entre 3 a 5 dias, éstas comienzan con una
tonalidad blanco-amarillenta, algodonosas y con el tiempo se tornan pulverulentas y con

tonalidades verdosa o verde-amarillentas (Figura 8) (Bonifaz, 2012; Tangarife, 2011).

Figura 8: Colonia de Aspergillus flavus
sobre semilla de maiz en medio de
cultivo.

Al microscopio presenta un micelio septado, hialino, ramificado, con conidi6foros
largos, cenociticos, cerca de la vesicula se forma una parte rugosa, las vesiculas son
esféricas, cubiertas en 360° y contienen de 1 a 2 series de fidlides (Figura 9) (Bonifaz,

2012; Larone, 2011).


https://www.ecured.cu/AspergilLus_flavus
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Figura 9: Morfologia
microscopica (40x) de
Aspergillus flavus.

En 2005 el Instituto de Investigacion Gendémica de Estados Unidos liber6 la secuencia
del genoma de A. flavus, la que se actualizo en 2010 (Cleveland ef al., 2009; Payne and
Yu, 2010). Posteriormente, se generaron 7.218 etiquetas de secuencia expresada (ESTs)
unicas de A4. flavus. El tamano del genoma de A. flavus es de aproximadamente de 37
Mb distribuidos en 8 cromosomas y que codifican para mas de 12 mil genes funcionales
(Chang and Ehrlich, 2010; Payne and Yu, 2010). Su genoma es ligeramente mayor que
el de 4. fumigatus (aproximadamente 30 Mb), A. terreus (30 Mb), A. niger (34 Mb) y 4.
nidulans (31 Mb). Un aspecto importante es que 4. flavus y A. oryzae tienen copias
extra de genes especificos al linaje. Aunque no se han secuenciado sus genomas, en
base a estudios cariotipicos se ha sugerido similitud en el tamafio del genoma de A.

parasiticus y A. sojae con respecto a A. flavus (Amaike and Keller, 2011).

Kozakiewicz (1989) informé que la produccion de esclerocios es una caracteristica rara
de los aislamientos de A. flavus y Abbas et al. (2005) determinaron que su tamafio es un
caracter fenotipico. Cotty (1989) indico que los aislamientos L no producen o producen
pocos esclerocios mayores a 400 um y grandes cantidades de conidios; por su parte los
aislamientos S producen numerosos esclerocios con un diametro menor a 400 um y
pocos conidios. La produccion de aflatoxinas en aislamientos L es muy variable,
algunos son altamente toxigénicos y otros atoxigénicos, mientras que los aislamientos S
producen altas y consistentes concentraciones de aflatoxinas (hasta 10.000 pg/kg)

(Probst et al., 2010).

A.2.b.2. Maiz-Aspergillus flavus

Los hongos que cominmente atacan al maiz tanto en campo como en almacenamiento

pertenecen a los géneros Aspergillus, Fusarium y Penicillium, todos potenciales
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productores de micotoxinas (Hernandez et al., 2007, Montes et al., 2009). El
crecimiento de Aspergillus y la contaminacién de los productos alimenticios con
aflatoxinas son consecuencia de la interaccion entre el hongo, el hospedero y el
ambiente. La interaccion de dichos factores determina la infestacion y la colonizacion
del sustrato, asi como el tipo y la cantidad de las aflatoxinas producidas (Garcia and
Heredia, 2006). El consumo de alimentos contaminados con estas toxinas causa

enfermedades en humanos y animales que pueden llegar a ser fatales (Presello et al.,

2009).

En el caso de la relacion A. flavus-maiz, se ha demostrado que la penetracion del hongo
en las mazorcas de maiz puede ocurrir cuando los estigmas estan en su estado
fisiologico posterior a la polinizacion (Marsh and Payne, 1984a y 1984b). Existe la
posibilidad de que algunos compuestos del maiz presentes en ese momento sean muy
exclusivos y determinantes para que la cascada de sefiales de comunicacion entre hongo
y planta ocurran, dando como consecuencia la colonizacion del hongo y la posible

sintesis de aflatoxinas (Buccio Villalobos et al.,, 2007).

Bajo condiciones de alta temperatura y baja actividad de agua, 4. flavus se vuelve muy
competitivo y puede convertirse en una de las especies dominantes de hongos en el
suelo (Giorni et al., 2007; Payne, 1992). En época de estrés hidrico la tinica fuente de
agua del hongo son las plantas y los ataques son mas severos que en los cultivos con
riego, donde la contaminacion por A. flavus disminuye (Carvajal, 2010). Se asume que
el conidio es el inoculo primario, desde el suelo es transportado y depositado por el
viento o insectos en los estigmas o en granos dafiados (Giorni et al., 2007; Payne,

1992).

El ciclo de la podredumbre de la espiga por Aspergillus (Figura 10) comienza a partir de
esporas que sobrevivieron el invierno en cultivos, principalmente en cereales o en
rastrojos. Las esporas son transportadas por agentes abidticos (viento, impacto de gotas
de lluvia) y bidticos (insectos, pajaros) hacia la espiga de maiz donde encuentran las dos
principales vias de entrada: los estigmas y las heridas en los granos en formacion. La
penetracion y colonizacion de los estigmas ocurre con mayor intensidad luego de la
polinizacién y puede prolongarse hasta la senescencia de los mismos, segin el
microorganismo patdgeno. Una vez que los estigmas fueron infectados, las hifas pueden

crecer a través de los mismos llegando a los granos. Generalmente estos hongos no
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invaden los granos a través del pericarpio sano, pero cuando ocurren dafios fisicos o
heridas a las bracteas folidceas (“‘chalas”), unos pocos granos pueden ser colonizados y
a partir de ellos comienza la infeccion de toda la espiga (Carrillo, 2003; Presello ef al.,

2004).

Ciclo de Aspergillus flavus

Gotas de Huvia

viento
insectos

73

péjaros

Superficie del suelo;
mazorcas/rastrojos/cereales

ap

S FT Wi LY 7 Grano en formacion

Figura 10: Ciclo de Aspergillus flavus en maiz.

En semillas de maiz, las colonias de 4. flavus son por lo general de color verde claro,
verde amarillento claro, verde intenso, café oliviceo o café. Las semillas de maiz
severamente afectadas son incoloras y arrugadas. En medio de cultivo, el color de la
colonia varia de verde amarillento a verde olivaceo, micelio blanco, esclerocios marrén
0Scuro a negros, reverso incoloro, marron claro o naranjo, textura de la colonia lanosa o
algodonosa, pero la identificacion macroscopica no basta para la identificacion del

hongo (Abarca, 2000).
A.2.b.3. Micotoxinas

La palabra micotoxina, deriva del griego mikes y toxina, que significan hongo y veneno
respectivamente. Diversos géneros y especies de hongos son capaces de producir

micotoxinas que son metabolitos secundarios producidos por aislamientos toxigénicos,
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que tienen efectos nocivos en la salud humana y animal (Fokunang et al., 2006; Lacey,
1989; Soriano, 2007). Cuando el crecimiento del hongo termina o es interrumpido por la
reduccion de algiin nutriente esencial, los procesos de sintesis del hongo se encaminan
hacia la produccion de metabolitos secundarios. Este grupo de sustancias incluye
pigmentos, antibidticos y micotoxinas, los cuales son producidos en gran cantidad
durante la fase estacionaria del hongo (Lacey, 1989). La produccion de micotoxinas esta
asociada al proceso de esporulacion del hongo y estrechamente relacionada con las
condiciones ambientales y la concentracion de nutrientes en el medio (Guzman de Pefia

et al.,, 1998).

Dado su caracter inevitable e imprevisible, la contaminacion por micotoxinas plantea un
problema especial para la inocuidad de los alimentos (Lopez et al., 1999). No solo
afectan la salud de los consumidores, sino que también producen pérdidas econdémicas
asociadas a la reduccion del rendimiento, el valor de los granos, la productividad animal

y a los costos en salud humana (Presello ef al., 2016).

Son varios los metabolitos secundarios del género Aspergillus que son considerados
micotoxinas: aflatoxinas, esterigmatocistina y otros, algunos de los cuales también son
producidos por especies de Penicillum, por ejemplo al acido ciclopiazonico (Abbas et

al.,2011) y las ocratoxinas (Smith and Ross, 1991).

Los cultivos que se contaminan frecuentemente con micotoxinas son: maiz, sorgo,
cebada, trigo, centeno, mijo, arroz, mani, nueces y semillas de algodon. La
contaminacioén en los granos generalmente es un proceso aditivo; puede iniciarse en el
campo, aumentar durante la cosecha y en las operaciones de secado y continuar
acumulandose durante el almacenamiento y procesado de alimentos. El contenido de
agua y la temperatura del grano son factores criticos que afectan la produccion de

micotoxinas (Borgantes-Ledezma ef al., 2004).

Las micotoxinas pueden entrar a la cadena alimenticia de humanos y animales, por
contaminacion directa o indirecta. En la primera, la cepa toxicogénica crece sobre el
material alimenticio y en la segunda, se presenta cuando un alimento es contaminado
por una micotoxina (Smith and Hacking, 1983). Muchos hongos son capaces de
producir mas de una micotoxina y varias micotoxinas pueden ser producidas por mas de
una especie de hongos. Con frecuencia, mas de una micotoxina se encuentra en un

mismo sustrato (Hussein and Brasel, 2001).



24

Se han descrito alrededor de 300 micotoxinas, de las cuales s6lo unas pocas reciben una
atencion especial por el riesgo que representan para la salud animal y humana. Las que
toman un especial interés biolégico y econdémico son: aflatoxinas, ocratoxinas,
tricotecenos, zearalenona, fumonisina y alcaloides ergdticos (Carvajal, 2010; D'Mello y

McDonald, 1997; Resnik, 1997; Soriano, 2007).
Aflatoxinas

Una de las particularidades de las especies de Aspergillus es su capacidad para producir
micotoxinas, en este caso, aflatoxinas (Carvajal, 2013). La importancia de las
aflatoxinas radica en el riesgo que representan para la salud publica, asi como las
pérdidas economicas por la baja calidad del grano, limitaciones en las exportaciones,

costo de manejo, analisis y eliminacion de material contaminado (Acosta, 1994).

Las micotoxinas surgieron como compuestos de interés toxicologico luego de descubrir
su rol como agentes etioldgicos de la “enfermedad X” de los pavos. Esta enfermedad,
asociada al consumo de una harina de mani procedente de Brasil, causé la muerte de
mas de 100.000 pavitos en Inglaterra en los afios 60 (Sargeant, et al., 1961). Debido a
que la causa era desconocida en ese momento, los investigadores del Tropical Products
Institute de Inglaterra la llamaron "Turkey X Disease" (Ayres et al., 1980). Poco
después, una enfermedad similar caus6 pérdidas severas en patos de Kenya (Carnaghan
and Sargeant, 1961). Al mismo tiempo se reportaron casos de carcinoma hepatocelular,
en truchas arcoiris de criaderos en Estados Unidos y en Europa (Sargeant et al., 1961).
Las sustancias toxicas fluorescentes aisladas del alimento de estos pavos fueron
denominadas ‘““aflatoxinas” ya que el principal hongo productor de éstas resultod ser 4.

flavus (Sargeant et al., 1963).

Las aflatoxicosis producen principalmente alteraciones hepaticas con dafio de tejido,
disminucion en la produccion de huevos, leche y carne, anemia y supresion inmunitaria.
Ademads, se ha demostrado que poseen potente efecto carcinogénico en animales de
laboratorio y efectos toxicologicos agudos en humanos. La Agencia Internacional para
la Investigacion en Cancer (IARC) considera a la aflatoxina Bl como agente

carcinogénico en humanos.

Cabe destacar que la capacidad de sintesis de aflatoxinas es caracteristica del

aislamiento, no de la especie (Abbas et al, 2011) y existe una amplia variaciéon en
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cuanto a su habilidad para producir toxinas. En algunos casos no se detecta la
produccion de éstas, lo que indica que el crecimiento del hongo no implica

necesariamente la formacion de aflatoxinas (Diaz, 1996).

Los tipos de aflatoxinas son denominados B1, B2, G1, G2 o sus productos metabdlicos
M1 y M2. Las letras B y G se refieren al color de la fluorescencia (celeste y verdosa)
observada bajo luz UV mientras que los subindices 1 y 2 indican componente mayor y
menor respectivamente. Segiin Detroy (1971) en estado puro son polvos cristalinos que
se descomponen al alcanzar el punto de fusidon B1 (268-269°C), B2 (286-289°C), G1
(244-246°C), G2 (237-240°C), M1 (299°C) y M2 (330°C). Estas toxinas se encuentran
con mas frecuencia sobre oleaginosas aunque también en cereales, especialmente de
zonas calidas. Las aflatoxinas M1 y M2 son el producto metabolico hidroxilado de las
B1 y B2. Alrededor del 1% de la aflatoxina B1 consumida con el forraje es excretada en

leche como M1 (Moss, 1991).

En condiciones Optimas A. flavus produce en 15 dias, aproximadamente 300 ng de
aflatoxinas por mL de medio YES (15% de sacarosa y 2% de extracto de levadura), a 30
°C y actividad del agua de 0,990 (Gqaleni et al,, 1997). No se han encontrado
aflatoxinas B2, G1 o G2, en ausencia de B1 (Henry et al.,, 1998). A pH 4 o menor, la
formacion de esclerocios se reduce un 50% mientras la produccion de aflatoxinas es

maxima (Calvo et al., 2002).

El rango de temperatura para la produccion de aflatoxinas se encuentra entre 7,5 - 12y
40 — 41°C segun las cepas y las condiciones experimentales. Humedad relativa menor al
85 % detiene el crecimiento de los hongos productores de estas toxinas, lo que
corresponde a un contenido de humedad del maiz de 16 % y una actividad del agua (aw)
igual a 0,85. La elaboracion de las toxinas se produce poco después de la infeccion de
las mazorcas a temperatura ambiente y en dos dias puede alcanzar una concentracion de
200 ng/g, llegando a 2.000 ng/g luego de nueve dias a 26-34°C. Se observa una gran
variacion de la contaminacion fungica, transmitida por insectos, entre los granos de una
misma mazorca y entre las mazorcas de un mismo cultivo. El estrés hidrico de la planta
asociado con altas temperaturas son las principales condiciones predisponentes de
contaminacion, también contribuyen una escasa o exceso de disponibilidad de fuente

nitrogenada en el suelo (Widstrom, 1992).
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La asociacion entre 4. flavus y la planta de maiz en el campo no termina con la cosecha
pues se encontraron aflatoxinas en los rastrojos, ademas de esclerocios (Widstrom,
1992). La contaminacion de los productos agricolas con micotoxinas de Aspergillus se
debe a la invasién del hongo saprobio oportunista sin capacidad patogénica, asi las
cepas de 4. flavus suelen infectar antes de la cosecha las semillas de algodon, manies o
granos de maiz en crecimiento (Lillehoj, 1992). Los insectos estan asociados a la
presencia de aflatoxinas en granos debido a que pueden actuar como vectores, pero sus
larvas no son inmunes al efecto toxico. La aplicacion de insecticidas limita el dafio por
insectos, pero no suele eliminarlos ni evita la infeccion fingica de los granos

(Widstrom, 1992).

La presencia de aflatoxinas en los cereales estd asociada tanto a las condiciones de
almacenamiento inadecuadas como a la contaminacion del producto en el campo. Entre
los factores que afectan la contaminacion de los granos se incluyen la cantidad de
esporas inoculadas, las poblaciones de insectos y acaros, los dafios causados por otros
hongos, las variedades susceptibles o resistentes, el dafio mecanico, por tormenta, y por

aves, la nutricion mineral de la planta y la temperatura ambiente (Rodriguez et al,

1993).

Las interacciones con otros microorganismos pueden afectar la produccion de
micotoxinas. Brevibacterium linens y Streptococcus lactis inhiben la sintesis de
aflatoxinas pero es estimulada por Lactobacillus plantarum y Acetobacter aceti (Moss
1991). Se observa una disminucion de la cantidad de aflatoxinas cuando A. flavus crece
en un cultivo mixto con Penicillium oxalicum u otros hongos, y una alteracién de la
relacion G1/B1 en el caso de 4. parasiticus (Widstrom, 1992). Por su parte 4. flavus
afecta a la capacidad de formacion de toxinas de 4. ochraceus o A. versicolor (Devi and

Polasa, 1987).

La exposicion a las aflatoxinas es dificil de evitar porque no es sencillo prevenir el
crecimiento fingico en los granos y otros productos. Los limites a la concentracion de
aflatoxinas para proteger la salud humana y animal establecida por distintos paises e
instituciones son variables. Por ejemplo, Canadé acepto el limite de 50 ng de aflatoxina
MI1/L de leche, propuesto por la Comision Codex sobre Contaminantes y Aditivos
Alimentarios (FAO-WHO), no asi en Brasil (Tabla 3), pues su aplicacién provocaria un

gran impacto econdmico. Un ng/kg de peso corporal/dia de aflatoxina B1 o atin menos
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contribuye al riesgo de contraer cancer hepatico (Codex 2001). La Administracién de
Alimentos y Medicamentos (FDA) de Estados Unidos establecido como limites maximos
la concentracion de 20 mg/kg para granos y otros forrajes destinados a la alimentacion
animal y especialmente de vacas lecheras, 100 mg/kg para granos destinados a ganado y
cerdos reproductores, asi como en gallinas ponedoras, 200 mg/kg para granos
empleados en el engorde de cerdos y 300 mg/kg para los destinados al engorde de la
hacienda (GIPSA, 1998).

Tabla 3: Limites maximos admisibles de concentracion de aflatoxinas en el MERCOSUR.
(MERCOSUR 2002)

Alimento Aflatoxina Limite

1. Leche
1.1 Leche fluida MI 0.5 ng/L
1.2 Leche en polvo MI 5 ng/kg

2. Maiz
2.1 Maiz en grano (entero, partido, aplastado,
mondado) B1+B2+G1+G2 | 20 png/kg

2.2 Harinas o sémolas de maiz

3. Mani
3.1 Mani (sin descascarar, descascarado, crudo
o tostado) B1+B2+G1+G2 | 20 png/kg
3.2 Mani en pasta (pasta de mani o manteca de

mani)

Los efectos toxicos de las aflatoxinas dependen de la dosis, duracion de la ingestion,
edad, especie, sexo y del estado nutricional de la persona o animal (Juan et al., 2007).
Los niveles tolerables maximos de “aflatoxina total”, que es la suma de 4 aflatoxinas
B1, B2, G1 y G2 para una serie de paises y regiones segin Wu et al. (2013) se

presentan en la Tabla 4.




Fuente: FAO (2004)

Tabla 4: Niveles tolerables maximos para aflatoxina en distintos paises y regiones.

Pais o region Maiz (ng/g)
Argelia 20
Australia y Nueva Zelanda 15
Brasil 30
Canada 15
China 40
Chile 5
Colombia 20
Egipto 20
Union Europea 4
Honduras 2
India 30
Indonesia 20
Irdn 30
Israel 15
Japon 20
Jordania 30
Kenia 20
Corea 20
Malawi 10
Meéxico y parte de América Latina 20
Marruecos 20
Nigeria 20
Nepal 40
Filipinas 20
Pera 15
Rusia 10
Sudafrica 10
Sureste de Europa 10
Sudan 15
Siria 10
Taiwan 15
Tanzania 10
Tlnez 4
Turquia 4
Estados Unidos 20
Uruguay 20
Venezuela 20
Zimbabue 10

28
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En Argentina también hay limites méximos admisibles (Tabla 3), establecidos en la
resolucion: MERCOSUR/GMC/RES. N°25/02, en la cual se aprueba el Reglamento
Técnico MERCOSUR sobre limites maximos de aflatoxinas admisibles en leche fluida
y en polvo, manies y maiz y sus derivados. También incluye los métodos oficiales de
muestreo y de analisis. Estos limites son comunes para los paises integrantes del

MERCOSUR.

La exposicion a las aflatoxinas también se produce por el polvo suspendido en el aire,
generado durante la cosecha en el campo (67 ng/m3), la descarga de los granos (92
ng/m3), la limpieza de los silos (4849 ng/m3) y las operaciones de alimentacion animal
(421 ng/m3) segun Juchems et al., (2002). Los polvos contaminados estan asociados a

un aumento de la incidencia de tumores de las vias respiratorias superiores (Henry ef al.,

1998).

La Union Europea indica que para este tipo de sustancias no existe ningiin umbral por
debajo del cual no se hayan observado efectos nocivos, por lo tanto no considera
pertinente fijar una dosis diaria tolerable y ha seguido el criterio de fijar los limites
legales en los niveles mas bajos posibles. Asi que admitiendo que no es posible la
eliminacion total de la presencia de aflatoxinas en los alimentos, la concentracion
permitida de Bl estd establecida entre 2 y 8 ug/kg dependiendo de los diferentes

géneros alimenticios (Official Journal of the European Union, 2003).

La clave para prevenir la pudricion de mazorca a campo y problemas de moho en el
almacenamiento es detectarlos en etapas tempranas. Las siguientes practicas pueden
reducir el riesgo de la contaminacion por aflatoxinas en el grano: 1. Control de plagas
en el campo que danan a la mazorca, lo que permite la entrada del hongo al tejido,
provocando la infeccion. 2. Monitoreo. La deteccion temprana puede prevenir grandes
pérdidas. Para esto se debe obtener informacion especializada sobre la incidencia
potencial de los patdgenos en el area. 3. Ajustar la cosechadora para minimizar el dafio
al grano, los cuales serdn mas susceptibles a la infeccion por hongos presentes en el
almacenamiento que aquellos que estan intactos. 4. Mantener limpios los contenedores
y equipos de manipulacion antes del almacenamiento. 5. Después de la cosecha, el maiz
debe mantenerse a 16 o 17 % de humedad. El maiz que presenta moho debe secarse
inmediatamente a 15 % de humedad o menos. 6. Enfriar todos los granos después del

secado y mantener la temperatura de 1.5 a 4.5°. 7. Control de plagas durante
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almacenamiento. 8. Verificar en el grano cada 2 semanas durante su almacenamiento
cambios de temperatura, formacidon de costras, puntos calientes, humedad y presencia de
moho. 9. Pueden ser aplicados agentes fungicidas a los granos para reducir el

crecimiento de moho durante su almacenamiento (Munkvold et al., 2012).

Otras practicas usadas para la descontaminacion de granos enteros de maiz son:
mediante amoniaco al 2% durante una hora a 55 atm de presion y 40-45°C destruye
hasta el 93% de las toxinas (Martinez et al., 1994). El tratamiento con hipoclorito de
sodio al 0,5-1% a pH 4 degrada las aflatoxinas B1 y G1 de un substrato contaminado a
cualquier temperatura, mientras que la cantidad de B2 y G2 decrece al calentar,
desapareciendo ambas a 100°C. EIl tratamiento con bisulfito de sodio al 1% tiene poco
efecto sobre aflatoxina Bl a 20°C, pero a 100°C solamente persiste el 10%. Igual
cantidad residual se observa luego del tratamiento a 20°C con persulfato de amonio al
0,1%, y a 60°C con agua oxigenada al 0,1%. La molienda humeda reduce la
concentracion de toxinas en las fracciones con almidon a 1% del valor original que

poseian los granos (Tabata et al., 1994) y la molienda seca a 10%.

El nimero de granos contaminados en una muestra, asi como el nivel de contaminacion
de los mismos puede variar ampliamente, presentando una variabilidad considerable en
las muestras, haciendo necesario utilizar métodos de deteccidon que minimicen dicha

variabilidad, entre ellos estan: prueba de luz negra y las pruebas comerciales con kits.

La luz negra, también llamada luz ultravioleta, es una prueba preliminar rapida que
consiste en una inspeccion visual captando la presencia de fluorescencia verde
amarillento brillante bajo luz con longitud de onda de 365 nm, dicho color se observa
igual que una luciérnaga e indica la presencia de A. flavus en el grano (Munkvold et al.,
2012). Esta fluorescencia esta confinada a la parte amildcea de la semilla y a las partes
periféricas del embrion y se debe a una reaccion entre el 4cido kojico producido por el
hongo y una peroxidasa presente en la semilla viva, ya que en semilla muerta no se
produce la fluorescencia (). Es una prueba de deteccion inicial para determinar la
presencia del hongo y no la presencia de la toxina, si hay menos de ocho particulas
fluorescentes por muestra de 2.5 kg no garantiza que esta esté libre de aflatoxinas pero
tampoco es seguro que la misma muestra desencadene futuros brotes. Por otra parte, los
granos que presenten particulas brillantes no estan necesariamente contaminados con

aflatoxinas. A pesar de ello, las muestras necesitan mas pruebas de determinacion,
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aunque es potencialmente una clasificacion inicial rapida para el manejo del grano

(Munkvold et al., 2012).

El uso de kit de pruebas comerciales es emplear técnicas de inmunoensayo o ELISA
para pruebas in situ para la deteccion de aflatoxinas. El andlisis de inmunoensayo se
basa en la deteccion de proteinas especificas que se encuentran en las aflatoxinas
utilizando anticuerpos para la identificacion de estas proteinas. Algunas de estas
técnicas de detencion solo determinan su presencia o ausencia, otras solo pueden
cuantificar dentro de un rango la cantidad de aflatoxinas presentes, por lo que si una
gran cantidad de granos de maiz es rechazada en base a resultados derivados de la
prueba de un kit de inmunoensayo, esta muestra debera someterse a un analisis de
laboratorio, donde seran confirmados los resultados. Los laboratorios utilizan multiples
procedimientos de detencion tales como cromatografia en capa fina, mini columnas,
cromatografia de gases o espectroscopia de masas para la determinacion niveles de
aflatoxinas, dichos procedimientos son altamente precisos y cuantitativos (Munkvold e?

al., 2012).
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A.3. Hipotesis

1. La eficiencia de infeccion es diferente segun los métodos de inoculacion
experimental utilizados.

2. A. flavus presenta un comportamiento distinto segun la fecha de siembra de los
hibridos de maiz.

3. Los hibridos de maiz tienen un comportamiento diferencial frente al patogeno, lo

que puede medirse con parametros de sanidad.



33

A.4. Objetivos

General

Evaluar la respuesta de hibridos de maiz a la infeccion experimental de Aspergillus

flavus en Manfredi, provincia de Cordoba.
Especificos

» Comparar métodos de inoculacion experimental a campo de A. flavus a espigas
de maiz: a través del canal de estigmas y por dafio en bracteas.

» Evaluar los parametros de sanidad de distintos hibridos de maiz frente a un
aislado de 4. flavus.

» Evaluar distintos hibridos de maiz frente a un aislado de A. flavus haciendo uso

de parametros de sanidad.
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B. MATERIALES Y METODOS
B.1. Sitio experimental

Los ensayos se llevaron a cabo en el campo experimental de INTA EEA Manfredi
Cordoba (31°52°03.68°°S 63°43°37.32°0) (Figura 11). La misma se encuentra en la

zona centro de la provincia, departamento Rio Segundo.

&/NTA EEAManfredi

B Cordoba

Mahfr_edn

Argentina

Figura 11: Sitio experimental para estudios de Aspergillus flavus en el cultivo de maiz. Fuente:
Google Earth (2013).

La Red de Informacion Agropecuaria Nacional (RIAN) del INTA realizé en el afio
2006 una zonificacion de la regidbn pampeana conformando quince 4reas de
homogeneidad agroecoldgica que las definieron como zonas y, ademas, para cada una
de ellas especificaron subzonas. La definicion de estas zonas responde a factores
edaficos y de aptitud de uso del suelo en forma general y los limites de las mismas
obedecen a los limites politicos de departamentos y/o partidos (Bellini ef al., 2011). De
acuerdo a Gorgas (2006) la provincia de Coérdoba se divide en cinco Zonas
Agroeconémicas Homogéneas (ZAH). El territorio comprende la totalidad de la Zona
X: Zona agricola ganadera del Centro de Coérdoba, una pequefia parte de la Zona V:
Zona mixta del NO de Buenos Aires, E de La Pampa, S de Cérdoba y E de San Luis y
de la Zona XI: Zona ganadera del NO de Cordoba y N de San Luis (Figura 12). Por lo
tanto, las subzonas del territorio son: la Subzona XI-E Cosquin Serrana de produccion

ganadera extensiva (el territorio solo incluye los departamentos Calamuchita y Santa
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Maria); la Subzona X-B Rio Primero. Semidrida del Centro Norte; la Subzona X-B
Oncativo. Semiarida Central y la Subzona V-D Laboulaye. Semiéarida subhumeda SE (el

territorio s6lo incluye la pedania Carnerillo del departamento Juarez Celman.

RIO CUARTO [

Figura 12: Zonas Agroecondmicas
Homogéneas de la Provincia de Cordoba.
Fuente: Ghida Daza y Sanchez (2009)

V-

VILL A HUIDOBRO

Manfredi se ubica en Subzona X-B Oncativo, Semidrida Central de produccion agricola
que corresponde con la Pampa Loéssica Alta y con la Pampa Loéssica Plana que es la
llanura central cordobesa. La primera va desde 600 hasta 200 m.s.n.m., con pendientes
entre 2 y 3 por mil de gradiente. Constituye un plano basculado hacia el Este, cubierto
por una potente acumulacion de sedimentos eolicos franco limosos. Esta surcada por
cursos que nacen en las sierras donde exhiben importantes procesos de erosion vertical
y lateral, para dar luego lugar a procesos de sedimentacion en areas de derrame que
suceden hacia el Este. En la Pampa Loéssica Plana, que se extiende al Este,
(Departamento Rio Segundo), derrames del rio Xanaes dan lugar a una reelaboracion
fluvial de los depdsitos edlicos originales, entremezclandolos con sedimentos areno-
gravosos o peliticos. El relieve es marcadamente plano y la capa freatica fluctua entre 6

y 2 m, pudiendo llegar a afectar a los suelos (Gorgas, 2006).
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El clima se caracteriza por un régimen térmico con una temperatura media anual de
16°C y una amplitud térmica de 14°C, el periodo libre de heladas es de 265 dias que va
desde noviembre a mayo. La pluviometria es de 850 mm anual con una distribucion
estacional de tipo monzdnico. El periodo de precipitaciones se extiende de octubre a
marzo (580 mm), el cual representa el 80% de las precipitaciones anuales. El déficit

hidrico presenta una variacién de 180 mm al Este (Gorgas, 2006).

Los suelos son ricos en limos y carbonato de calcio, profundos, bien drenados, fértiles y
productivos, aunque poseen cierta fragilidad e inestabilidad estructural, que se
manifiesta por una tendencia al encostramiento y al “planchado” (Gorgas, 2006). Un
alto porcentaje de los suelos, 72% en el Departamento Rio Segundo, son aptos para la

agricultura principalmente de clase III (Sanchez y Barberis, 2013).

La zona Centro presenta una importante participacion en la produccion y superficie
implantada de cereales y oleaginosas, es responsable de casi el 25% de la produccion
provincial y del 28% del area sembrada en la provincia. En la region los principales
cultivos son soja, maiz, trigo y sorgo. El cultivo con mayor participacion dentro de la
superficie sembrada del territorio es la soja que ocupa mas del 74,2% de las hectareas

cultivadas, le sigue el maiz con el 12,9% y el trigo con el 7,1.

B.2. Disefio experimental

Experimentalmente se utiliz6 un disefio de parcela dividida, llamado SPLIT PLOT,
donde la parcela principal fueron las fechas de siembra y las parcelas secundarias fueron
los cultivares y dentro de estas asignadas las técnicas de inoculacion. Las parcelas
principales fueron de 12,5 metros de ancho por 35 metros de largo, mientras que las
parcelas secundarias fueron de 4 surcos de ancho a 0,52 metros entre surcos y una

densidad de 75.000 plantas/hectarea.

La siembra se efectudé en dos fechas, septiembre (temprano) y diciembre (tardio)
durante las campafias 2014/15 y 2015/16, considerando a afios en que se midieron las

mismas fechas de siembra como repeticiones. Todos los ensayos fueron en secano.
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Se utilizaron 5 hibridos comerciales de maiz considerados los més difundidos de la zona

y un cultivar experimental susceptible a Aspergillus (Presello et al., 2009) (Tabla 5).

Tabla 5: Caracteristicas de los hibridos utilizados en los ensayos en Manfredi, Cérdoba. Fuente:

elaboracion propia con datos proporcionados por las empresas.

Hibridos Distribucién Ciclo Tipo de Pesode | Enfermedades
grano 1000
granos
€3)
Buenos Aires, Intermedio | Semi- 300 Roya: 2
DM 2738 centroy sur de | 119 dias dentado Tizén: 4
MGRR2 Santa Fe y anaranjado Mal de Rio IV: 3
Coérdoba, La Vuelco: 2
Pampa y Entre (escalade 1a5,1
Rios tolerante — 5 susceptible)
Zona central y | Largo Semi- 340 Roya y tizon:
AX 887 zona centro - 175 dias dentado excelente
HCLMG norte del pais oscuro comportamiento
Mal de Rio IV: med-
tolerante
Vuelco y quebrado:
muy buen
comportamiento
Cérdoba, Santa | Intermedio | anaranjado | 340 Roya: 1
LT 626 VT 3P Fe, Entre Rios, | / corto Tizo6n: 2
La Pampa, 126 dias Mal de Rio IV: 2
centro — norte — (escalade 129, 1
oeste de tolerante — 9 susceptible)
Buenos Aires Vuelco: muy buen
comportamiento
Coérdoba, Largo Colorado Roya: tolerancia
SYN960TD/TG | centro-sur 154 dias duro media
Santa Fe, Entre Mal de rio I'V:
Rios, centro- tolerancia alta
norte La Tizon: tolerancia
Pampa, centro — baja
norte — oeste de Enf. Espiga:
Buenos Aires y tolerancia alta
este San Luis Vuelco: tolerancia
alta
Intermedio Roya: tolerancia alta
P1780YR 151 dias Tizon: tolerancia alta
Mal de rio IV:
tolerancia media
Vuelco: tolerancia
alta
L6856xL4674 Experimental
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B.4. Inoculo

El in6culo se obtuvo a partir de un aislado de 4. flavus de maiz del ciclo agricola
2012/13 del INTA EEA Manfredi, conservado en la Micoteca del Laboratorio de
Fitopatologia de INTA EEA Manfredi y en el Instituto de Patologia Vegetal (IPAVE)
en Cérdoba Capital. Esta cepa es no aflatoxigénica (Camiletti et al., 2018). El aislado se
multiplicé en placas de Petri con agar papa glucosado (APG) 2% durante 7 dias en
condiciones controlada de temperatura (30°C +/- 1°C) y fotoperiodo (12 hs luz y 12 hs
oscuridad). La suspension para las inoculaciones se obtuvo mediante el lavado con agua
destilada estéril de las placas de Petri que contenian colonias esporuladas, se agregd una
gota de Tween 80 y posteriormente se contaron las esporas en la suspension utilizando
un hematocimetro (camara de Neubauer). La concentracion final de la suspension para
las inoculaciones se ajustd a 1x10° conidios/mL. Esta suspension se realizo antes de ir al

campo, previo a cada inoculacion.
B.S. Métodos de inoculacion

La escala fenoldgica utilizada para determinar los estados fenoldgicos donde se

efectuaron las inoculaciones fue la de Ritchie and Hanway (1982) (Figura 13).

Denominacion Estado

\4 Estados Vegetativo
Ve Emergencia

V1 1° hoja desarrollada
V2 2° hoja desarrollada
V3 3° hoja desarrollada
V4 4° hoja desarrollada
V5 5° hoja desarrollada
Vo6 6° hoja desarrollada
V7 7° hoja desarrollada
V8 8° hoja desarrollada
V9 9° hoja desarrollada
V10 10° hoja desarrollada
Vit Panojamiento

R Estados Reproductivo
R1 Emergencia de estigma
R2 Cuaje (ampolla)

R3 Grano lechoso

R4 Grano pastoso

R5 Grano dentado

R6 Madurez fisiologica

Figura 13: Escala fenoldgica del maiz utilizada para determinar los momentos de inoculacion
(Ritchie and Hanway, 1982).
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Meétodo 1. Inoculacion en el canal de los estigmas

Al estado R1, estado en que emergen los estigmas (Zummo and Scott, 1992), ubicados
en la zona apical de la mazorca en formacion, se inoculd el canal de estigmas con una
jeringa automatica, modelo Primor-matic con una capacidad de 10 cc (codigo IA001) y
aguja hipodérmica de acero inoxidable Provac (tamafo 2.0*30 mm, 14G*1 1/4")

(Figura 14) inyectando 2 mL de la suspension conidial.

Figura 14: Maiz con estigmas de 5 dias, la flecha indica zona del canal de estigmas (izq.).
Jeringa automatica para inoculacion de estigmas (der.)

Meétodo 2. Inoculacion del grano

12 dias después de la formacion de la espiga, en R3 (grano lechoso), a través de un
dispositivo de presion (pinche) se dafiaron las bracteas folidceas (Figura 15)
atravesando las “chalas” y grano, dejando en ellos el in6culo adherido por inmersion
previa en la suspension conidial, El pinche se realiz6 de manera artesanal con cuatro
clavos, de 1 mm de didmetro por 3 cm de largo, dispuestos en un cuadrante de 7 x 10
mm sobre un palo circular macizo (Daniel Presello, comunicacion personal, 14 de enero

de 2014).
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Figura 15: Maiz con estigmas de 12 dias y grano en desarrollo (izq.). Pinche para inocular
(der.).

En resumen los niveles del factor Inoculacion fueron:

o T1: Inoculacién con jeringa automatica (Inoculacion 1)
o T2: Inoculacion con jeringa automatica sdlo con agua mas Tween 80 (Testigo 1)
o T3: Inoculacion con pinche (Inoculacion 2)

o T4: Inoculacion con pinche s6lo con agua mas Tween 80 (Testigo 2)
B.6. Desarrollo del ensayo

Los ensayos de campo se visitaron con una frecuencia diaria desde iniciada la floracion:
desde el 22 de diciembre al 15 de enero para los ensayos sembrados en septiembre y
desde el 10 febrero al 25 de febrero para los sembrados en diciembre en cada campafia
agricola. Las espigas de plantas que estaban en el estado fenolégico adecuado para la

inoculacion fueron inoculadas segun el método a utilizar.

Para cada método de inoculacion se trataron 30 plantas por cultivar y por fecha de

siembra, usando la primera espiga, contando desde arriba de la planta hacia abajo.
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Las espigas inoculadas se cubrieron con bolsas para reducir posteriores infecciones
naturales. Las bolsas, de papel color madera, eran aptas para trabajos de polinizacion
por lo que duraban hasta cosecha ayudando a evitar dafnos y pérdidas ocasionadas por

aves.

Una vez cosechadas las espigas, y luego de ser evaluada la severidad, se desgranaron y
guardaron en bolsas rotuladas en condiciones de baja temperatura y humedad para evitar

el desarrollo de hongos en almacenamiento.

B.7. Evaluaciones

Al finalizar el ciclo de cultivo se cosecharon las espigas inoculadas de cada tratamiento
y se evaluaron los siguientes parametros de sanidad para A. flavus: severidad, incidencia

y presencia por fluorescencia bajo luz UV.

La severidad se determiné utilizando la escala visual de sintomas propuesta por Reid et
al., (1996), posterior a R6 (madurez fisiologica). La escala de 7 puntos estd basada en el

porcentaje de la espiga afectada por el hongo (Tabla 6).

Tabla 6: Escala de evaluacion de severidad para Aspergillus flavus en mazorcas de maiz (Reid

et al., 1996).
Grados Dafio en espigas (%)

1 Sin sintomas

2 1-3

3 4-10

4 11-25

5 2650

6 51-75

7 76 - 100

Para el andlisis de la severidad se trabajo con el indice de severidad (IS) desarrollado

por Oddino et al., (2006):
IS: Xo*Po"’ Xl*PH’ ...... + X(,*P(,

Donde:
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e X corresponde al grado de severidad de la escala

e P corresponde a la frecuencia relativa de dicho grado

Cada mazorca se evalud segun la escala de severidad y se le determind el IS. Un IS

igual a 1 es sindnimo de ausencia de sintomas de A. flavus en la mazorca evaluada.

La incidencia de granos infectados con 4. flavus se determind segin el método de
Machado (1988). De cada espiga cosechada/tratamiento/cultivar se tomaron al azar 20
granos con los que se formo6 una muestra compuesta de 200 granos/tratamiento/cultivar.
Los granos se desinfectaron en solucion de hipoclorito de sodio al 2% por 10 minutos,
luego se enjuagaron dos veces con agua destilada estéril y posteriormente se sembraron
en placas de Petri con APG 2% a razon de 10 semillas/placa. Se incubaron durante 5
dias en camara con condiciones controladas de temperatura entre 30-32°C y fotoperiodo
de 12 hs luz y 12 hs oscuridad. Las lecturas se realizaron bajo microscopio

estereoscopico 40X.

La determinacion de la presencia de 4. flavus a través de la técnica de la luz negra
(U.V. A: 365nm), es un método presuntivo empleado en la industria para la deteccion de
contaminacién de 4. flavus. Esta técnica detecta partes de granos que brillan con una
fluorescencia verde-amarillento brillante. Granos que presenten dicha fluorescencia
seran los casos positivos o que indiquen presencia del hongo y la ausencia de la

fluorescencia seran los casos negativos o ausencia del hongo.

B.8. Analisis estadistico

El analisis estadistico de los resultados de incidencia y severidad del ensayo, en
diferentes fechas de siembra, cultivares y técnicas de inoculacion, se realizd y ajustod

con modelos lineales generalizados mixtos.

La variable observada Incidencia posee una distribucion binomial, con funcion link
Logit. Fecha de siembra se asumid como factor de efectos fijos con dos niveles y
técnica de inoculacion se asumid como factor de efectos fijos con 4 niveles, e intereso
evaluar la interaccion de ambas para cada fecha de siembra del cultivo. Se evalud la
composicion de la matriz de varianzas y covarianzas mediante la sentencia COVTEST.
Debido a que dos de las tres covarianzas arrojaron valores altamente significativos,

implica que los cultivares no responden a los efectos aleatorios de las fechas de siembra
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(incluidos en la sentencia COVTEST), de la misma manera. Los resultados fueron
obtenidos directamente de las comparaciones multiples de Tukey- Kramer con un nivel
de confianza de 5%. Se utilizo la técnica de estimacion Maximum Likelihood (ML) con
la aproximacién de Laplace. El modelo se condujo con el software SAS UNIVERSITY
V.6. (SAS 2018), mediante la aplicacion PROC GLIMMIX.

La variable observada Severidad posee una distribucion lognormal, con funcidon link
Identity. Se asumi¢ fecha de siembra como factor de efectos fijos con dos niveles, a
Técnica de Inoculacion también como factor de efectos fijos con 4 niveles, e intereso
evaluar la interaccidbn de ambas para cada fecha de siembra del cultivo. Se evalu6 la
composicion de la matriz de varianzas y covarianzas mediante la sentencia COVTEST.
Debido a que dos de las tres covarianzas arrojaron valores altamente significativos,
implica que los cultivares no responden a los efectos aleatorios de las fechas de siembra
(incluidos en la sentencia COVTEST), de la misma manera. Los resultados fueron
obtenidos directamente de las comparaciones multiples de Tukey- Kramer con un nivel
de confianza de 5%. Se utilizo la técnica de estimacion Restricted Maximum Likelihood
(REML). El modelo se condujo con el software SAS. UNIVERSITY V.6. (SAS 2018),
mediante la aplicacion PROC GLIMMIX.

Para la deteccion de 4. flavus por fluorescencia bajo luz UV se utilizo el programa
estadistico InfoStat (Di Rienzo ef al., 2015). La variable también se evalu6 a través de
modelos lineales generalizados mixtos (MLGM), posee una distribucion binomial con
enlace logit. Se asumid fecha de siembra, cultivares y técnicas de inoculacion como
efectos fijos. Los resultados se analizaron con comparacion de medias LSD Fisher con

un nivel de confianza del 5%.
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C. RESULTADOS Y DISCUSION
C.1. Condiciones climaticas

Durante las campafias en que se llevaron a cabo los ensayos, 2014/15 y 2015/16, las
condiciones climaticas fueron normales para la zona pero destacandose los meses de
febrero con altas precipitaciones, superando la media historica (Figura 16), haciendo
que la humedad minima relativa fuera alta (Figura 17). En diciembre de 2015 ocurrieron
precipitaciones menores a lo normal, pero la humedad relativa minima y temperatura
media se mantuvieron en valores normales. Diciembre y febrero fueron los meses claves
para nuestro estudio, ya que las inoculaciones se realizaban en dichos meses por estar
los maices en estado fenologico R1 y R3, dependiendo si la fecha de siembra fue en

septiembre o diciembre.
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Figura 16: Precipitaciones ocurridas durante la campafa 2014/15y 2015/16 y promedio
historico 1931-2016 en la EEA INTA Manfredi. Fuente: elaboracion propia con datos de
estacion agrometeoroldgica de la EEA INTA Manfredi.

La temperatura ambiente, considerada como un factor determinante para la infeccion
por A. flavus (O’Brian et al., 2007), fue normal para la zona de estudio, identificada con
circulos en la Figura 17, y se mantuvo dentro del rango favorable para el desarrollo del
hongo que requiere entre el 70 y 90 % de humedad relativa, un contenido de agua en la
semilla entre 15 y 20 % y un rango de temperatura muy amplio (0 a 45 °C) (Klich,
2002).
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Temperatura media y Humedad Relativa
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Figura 17: Temperatura media y humedad relativa minima durante las campanas 2014/15 y
2015/16 en la EEA INTA Manfredi, Cérdoba. Fuente: elaboracion propia con datos de estacion
agrometeoroldgica de la EEA Manfredi.

C.2. Parametros de cuantificacion de sanidad

C.2.a. Severidad

A. flavus puede o no verse a simple vista en el momento de evaluar las mazorcas de
maiz. La limitada capacidad de infeccion a través de la planta y de un grano a otro
(Quezada-Viay et al., 2011) se identifica por la formacién de una esporulacion verde-
amarillenta mayormente localizada en la zona de inoculacion (Rodriguez, 2015) cuando
se realizan infecciones forzadas. Esto pudo comprobarse cuando se realizd la
observacion de las mazorcas cosechadas, encontrandose muy pocas con sintomas y a su
vez ¢éstos se hallaban en baja proporcion, con grado 1 y 2 de la escala de severidad
(Figura 18). No obstante, se ha demostrado que las fuentes de indculo, como conidios y
esclerocios que permanecen latentes, en condiciones de poscosecha de alta temperatura
y humedad relativa pueden llevar a cabo el desarrollo fiingico con la consecuente

produccion de aflatoxinas (Scheidegger and Payne, 2003).
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Figura 18: Sintoma de Aspergillus flavus en
mazorca de maiz.

Se colectaron 30 mazorcas/tratamiento/cultivar/fecha de siembra, otorgandole a cada
una un valor de 1 a 7 de la escala de severidad segtin su dafio. Con estos datos se calculod
el indice de severidad (IS) para cada tratamiento. Los datos registrados se presentan en
la Tabla 12 del ANEXO. El analisis estadistico encontré algunas diferencias
significativas entre las dos fecha de siembra, septiembre y diciembre (Figura 19) (Tabla
13 ANEXO). El IS fue mayor en fechas de siembra septiembre, en los hibridos
P1780YR y SY960TD/TG cuando se usaron la técnica de inoculacion en el canal de
estigmas (técnica A), su testigo (técnica B) y la técnica de inoculacion en grano (técnica
C), en el hibrido DM2738MGRR2 para la técnica de inoculacion A y B y para el
hibrido AX887HCLMG solo para cuando se us6 la técnica de inoculacion A. Los
hibridos LT626VT3P y L6856xL.4674 no presentaron diferencias significativas entre
fechas de siembra. Con fecha de siembra diciembre, solo se encontraron diferencias
significativas entre el hibrido L6856x1.4674 y el resto de los hibridos cuando se uso la
técnica A. Que el IS en todos los casos haya sido mayor en fechas de siembra de
septiembre puede ser resultado de las condiciones climaticas favorables (temperatura y
precipitaciones) al momento de inoculacion y el estado fenologico de los hibridos en el
momento de mayor exposicion al hongo. Cuando los hibridos se siembran en
septiembre alcanzan la emision de estigmas (R1) en la segunda quincena del mes de
diciembre y el estado de grano lechosos (R3) en la primer quincena del mes de enero,

donde las condiciones climatica como altas temperaturas y baja humedad favorecen la
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infeccion de A. flavus. Esto coincide con lo establecido por Carvajal (2010), quien halld
que en cultivos bajo riego la severidad es menor y aumenta en época de sequia, donde la
unica fuente de agua del hongo son las plantas. Por el contrario, los sembrados en el
mes de diciembre, en febrero alcanzan los estados fenologicos R1 y R3, siendo las
condiciones climaticas de temperaturas medias y alta humedad dada por las altas

precipitaciones ocurridas en el transcurso del mes de febrero.
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Figura 19: Indice de severidad de Aspergillus flavus en los hibridos evaluados utilizando dos
técnicas de inoculacion (A: inoculacion en el canal de estigmas; B: testigo de técnica A; C:
inoculacion en grano; D: testigo de técnica C) en dos fecha de siembra (sept: septiembre; dic:
diciembre).

El analisis arrojo bajos IS que oscilaron entre 1 y 1,75, hallandose diferencias
significativas entre los hibridos en algunos casos (Figura 19) (Tabla 13 ANEXO).
Presello et al., (2009) obtuvieron valores bajos de severidad, estableciendo algunas
diferencias entre hibridos pero de escasa magnitud y en la mayoria de los casos no
consistentes entre afios. También, Presello ef al., (2014), evaluaron la mayor parte de los
hibridos recomendados para la region templada en experimentos inoculados con
especies de Fusarium y los resultados pusieron en evidencia diferencias entre cultivares
para la resistencia a la enfermedad y acumulacion de micotoxinas. Como la resistencia a

hongos de los géneros Fusarium y Aspergillus parece estar controlada por la misma
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base genética (Robertson-Hoyt et al., 2007), es posible que los hibridos resistentes a

Fusarium sean resistentes ademas a Aspergillus (Presello et al., 2016).

En cuanto a la técnica de inoculacion, en el presente estudio solo se encontraron
diferencias significativas en dos de los seis hibridos estudiados (Tabla 7), en el hibrido
DM2738MGRR?2 y en L6854xL.4674 para ambas fechas de siembra. En cambio, cuando
se analizd cada técnica con respecto a su testigo, para la técnica de inoculacion en el
canal de estigmas vs. su testigo (técnica B) solo se registraron diferencias significativas
en el hibrido L6854x1L.4674 en la fecha de siembra diciembre, mientras que para la
técnica de inoculacion en los granos vs. su testigo (técnica D) se registro diferencia en el
hibrido SY960TD/TG para la fecha de siembra septiembre y en el hibrido
DM2738MGRR?2 para la fecha de siembra diciembre. Estos resultados de severidad no
permiten confirmar por si solos las vias de entrada del hongo a campo y ni discriminar
la mejor técnica de inoculacion, a diferencia de Balestrasse (2008) que también obtuvo
bajos valores de severidad pero con diferencias entre los hibridos y el testigo
susceptible, lo que le permitio afirmar que la técnica de inoculacion que utilizé (el canal

de estigmas) fue efectiva para simular la enfermedad.

Sintetizando, los resultados del analisis de severidad permitieron diferenciar que las
fechas de siembra de septiembre son mas susceptibles a ataques de A. flavus y hay
algunos cultivares que tienen mejor comportamiento que otros frente a este patdogeno

pero no se pudo establecer diferencias entre técnica de inoculacion forzada.



Tabla 7: Diferencia de medias del indice de severidad para la interaccion “técnica de
inoculacion x hibrido” en dos fechas de siembra. Media de minimos cuadrados.

Hibrido Fechade | Técnicade |[Fechade| Técnicade Pr> |t|
siembra* |inoculacion®* | siembra | inoculacion ek
AX887THCLMG DIC A DIC B 0.8767
AX88THCLMG DIC A DIC C 0.1686
AX887THCLMG DIC C DIC D 0.0883
AX88THCLMG SEPT A SEPT B 0.0884
AX887THCLMG SEPT A SEPT C 0.1123
AX88THCLMG SEPT C SEPT D 0.1859
DM2738MGRR2| DIC A DIC B 0.9388
DM2738MGRR2| DIC A DIC C 0.0327
DM2738MGRR2| DIC C DIC D 0.0145
DM2738MGRR2| SEPT A SEPT B 0.1513
DM2738MGRR2| SEPT A SEPT C 0.0139
DM2738MGRR2| SEPT C SEPT D 0.4945
L6856x1.4674 DIC A DIC B 0.0338
L6856x1.4674 DIC A DIC C 0.0005
L6856x1.4674 DIC C DIC D 0.9011
L6856x1.4674 SEPT A SEPT B 0.1036
L6856xL.4674 SEPT A SEPT C 0.0056
L6856x1.4674 SEPT C SEPT D 0.1000
LT626VT3P DIC A DIC B 0.4240
LT626VT3P DIC A DIC C 0.6609
LT626VT3P DIC C DIC D 0.5351
LT626VT3P SEPT A SEPT B 0.6418
LT626VT3P SEPT A SEPT C 0.5019
LT626VT3P SEPT C SEPT D 0.5472
P1780YR DIC A DIC B 0.4521
P1780YR DIC A DIC C 0.5611
P1780YR DIC C DIC D 0.7589
P1780YR SEPT A SEPT B 0.1377
P1780YR SEPT A SEPT C 0.1669
P1780YR SEPT C SEPT D 0.0680
SY960TD/TG DIC A DIC B 0.7801
SY960TD/TG DIC A DIC C 0.9991
SY960TD/TG DIC C DIC D 0.7954
SY960TD/TG SEPT A SEPT B 0.2573
SY960TD/TG SEPT A SEPT C 0.8919
SY960TD/TG SEPT C SEPT D 0.0125

*Fecha de siembra: DIC: diciembre; SEPT: septiembre - **Técnica de inoculacion: A:
inoculacion en el canal de estigmas; B: testigo de técnica A; C: inoculacion en grano; D:
testigo de técnica C. ***Pr>|t|: Comparacion de a pares sobre escala Logit para Tukey-Kramer,
valores de p<0.05 indican diferencias significativas en la interaccion.
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C.2.b. Incidencia de granos infectados

La incidencia de A4. flavus en grano fue variable, los datos registrados se presentan en la
Tabla 12 del ANEXO. Los resultados estadisticos mostraron una clara diferencia
significativa entre las fechas de siembra, registrandose la mayor incidencia para la
siembra del mes de septiembre (Figura 20) (Tabla 14 ANEXO), aproximadamente el
doble que en siembras de diciembre, 80,4% y 42,5% respectivamente. Los hibridos
sembrados en septiembre sufrieron mayor estrés, dado por las condiciones ambientales
ocurridas durante la etapa de floraciéon y polinizacion. En este sentido esos hibridos
alcanzaron el estado R1 en la segunda quincena de diciembre y R3 en la primera
quincena de enero, siendo un periodo de baja precipitaciones y alta temperatura para la
zona de Manfredi. Cabe recordar que Aspergillus invade con mayor facilidad plantas
sometidas a condiciones de estrés como sequia, altas temperaturas, ataque de insectos,
tormentas y dafios mecanicos (Mazzani et al. 2004). Por el contrario, cuando se realizod
la siembra en diciembre, los hibridos alcanzaron el estado R1 y R3 en la primera y
segunda quincena de febrero respectivamente, mes que en las dos campafias de ensayo
registro altas precipitaciones y temperaturas medias (Figuras 16 y 17). Estos resultados
confirman lo establecido por Reyes y Canta (2006), quienes proponen que una medida
preventiva que desfavorece la infeccion consiste en la modificacion de la fecha de
siembra de modo que la fase sensible del ciclo biologico del maiz, el inicio de la etapa
reproductiva, no coincida con condiciones ambientales favorables o estrés ambiental, a
lo que se asocian alta incidencia e infeccion de hongos aflatoxigénicos. Esta medida se
aplica en conjunto con el uso de hibridos con tolerancia a factores de estrés como las

altas temperaturas y el déficit hidrico.
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Figura 20: Incidencia de Aspergillus flavus en los hibridos evaluados bajo dos técnicas de
inoculacion (A: inoculacion ene le canal de estigmas; B: testigo de técnica A; C: inoculacion en
grano; D: testigo de técnica C) en dos fecha de siembra (sept: septiembre; dic: diciembre).

Pudieron confirmarse diferencias significativas entre la técnica de inoculacion en el
canal de estigmas (inoculacion A) y su respectivo testigo (técnica de inoculacion B) en
los hibridos AX887HCLMG, L6856X14674, LT626VT3P y P1780YR para la fecha de
siembra diciembre, en cambio AX887HCLMG y SYN960TD/TG para la fecha de
siembra septiembre (Tabla 8). Para la inoculacion del grano (técnica de inoculacion C)
todos los hibridos presentaron diferencias significativas con respecto a su testigo
(técnica de inoculacion D) en ambas fechas de siembra, a excepcion del hibrido

L6856xL.4674 que no presentd diferencias significativas.



Tabla 8: Diferencia de medias de la incidencia en la interaccion “técnica de inoculacion x
hibrido” en dos fechas de siembra. Medias de minimos cuadrados.

Hibridos Fechade| Técnicade |Fechade| Técnicade |Pr> [t
siembra* |inoculacion** | siembra | inoculacion wEk

AX887THCLMG DIC A DIC B <.0001
AX887HCLMG DIC A DIC C <.0001
AX887THCLMG DIC C DIC D <.0001
DM2738MGRR2| DIC A DIC B 0.7783
DM2738MGRR2| DIC A DIC C 0.0607
DM2738MGRR2| DIC C DIC D 0.0081
L6856x1.4674 DIC A DIC B <.0001
L6856x1.4674 DIC A DIC C <.0001
L6856x1.4674 DIC C DIC D 0.9895
LT626VT3P DIC A DIC B <.0001
LT626VT3P DIC A DIC C 0.3581
LT626VT3P DIC C DIC D <.0001
P1780YR DIC A DIC B 0.0038
P1780YR DIC A DIC C 0.0447
P1780YR DIC C DIC D <.0001
SY960TD/TG DIC A DIC B 0.1591
SY960TD/TG DIC A DIC C 0.0009
SY960TD/TG DIC C DIC D <.0001
AX887THCLMG SEPT A SEPT B 0.0302
AX887THCLMG SEPT A SEPT C 0.1334
AX887THCLMG SEPT C SEPT D <.0001
DM2738MGRR2| SEPT A SEPT B 0.9195
DM2738MGRR2| SEPT A SEPT C 0.3530
DM2738MGRR2| SEPT C SEPT D <.0001
L6856x1.4674 SEPT A SEPT B 0.3821
L6856x1.4674 SEPT A SEPT C 0.5676
L6856x1.4675 SEPT C SEPT D 0.6458
LT626VT3P SEPT A SEPT B 0.7361
LT626VT3P SEPT A SEPT C 0.9826
LT626VT3P SEPT C SEPT D <.0001
P1780YR SEPT A SEPT B 0.2869
P1780YR SEPT A SEPT C 0.7771
P1780YR SEPT C SEPT D <.0001
SY960TD/TG SEPT A SEPT B <.0001
SY960TD/TG SEPT A SEPT C <.0001
SY960TD/TG SEPT C SEPT D <.0001

*Fecha de siembra: DIC: diciembre; SEPT: septiembre - **Técnica de inoculacion: A:
inoculacion en el canal de estigmas; B: testigo de técnica A; C: inoculacion en grano; D:
testigo de técnica C. ***Pr>|t|: Comparacion de a pares sobre escala Logit para Tukey-
Kramer, valores de p<0.05 indican diferencias significativas en la interaccion.
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En ambos métodos, a pesar que la incidencia fue mayor cuando el hongo fue inoculado
(técnica A y C), los testigos (técnicas B y D) tuvieron un alto valor, por ejemplo mayor
al 50% cuando se siembra en el mes de septiembre (Figura 20) (Tabla 14 ANEXO),
corroborando lo encontrado por Mazzani et al., (2000), Pascale et al., (1997) y
Widstrom, (1996) que establecieron que la colonizacién natural de los granos de maiz
con A. flavus ocurre desde el campo haciendo improbable un almacenamiento seguro.
En este sentido el control de hongos productores de toxinas es de gran importancia para
la industria del maiz, por lo que se han ensayado métodos basados en la prevencion,
remocion e inactivacion de los cuales la prevencion es la alternativa mas logica y

econdmica.

Entre las técnicas de inoculacion, en la fecha de siembra septiembre se dan valores muy
altos de incidencia siendo mayor en cada hibrido cuando se usé la técnica de
inoculacion en el canal de estigmas (técnica A), entre un 5 a 10% aproximadamente mas
que cuando se uso la técnica de inoculacion en grano (técnica C). En cambio en la fecha
de siembra diciembre esto se ve en los hibridos L6854xL.4674, SY960TD/TG vy
P1780YR, estos presentan casi el doble de incidencia de 4. flavus cuando se los inocula
con la técnica de inoculacion en el canal de estigmas, mientras que en el hibrido
DM2738MGRR2 se registra mayor incidencia cuando se inocula con la técnica de

inoculacion en el grano.

Entre los hibridos evaluados también hubo diferencias significativas (Figura 20) (Tabla
14 ANEXO), lo que permite detectar la resistencia de algunos materiales hacia el
patogeno evaluado. En la fecha de siembra septiembre se ve que en las técnicas de
inoculacion testigo todos los hibridos superan el 50% de incidencia, mientras que en la
fecha de siembra diciembre solo el hibrido usado como testigo y para la técnica testigo
de inoculacion de grano el P1780YR. También se observa que para ambas fechas de
siembra el hibrido LT626VT3P no presento diferencias significativas entre técnicas de
inoculacion, el AX887HCLMG presenta este comportamiento pero solo en la fecha de

siembra diciembre.

Diferencias observadas en la susceptibilidad de genotipos de maiz a la colonizacién de
sus granos por hongos y a la consecuente contaminacién con micotoxinas dirigen las
investigaciones hacia la seleccion de hibridos resistentes como una alternativa

econémica y segura para minimizar el problema (Mazzani et al., 1999, Widstrom,



54

1996). Presello et al., (2016) indica la importancia de prevenir las podredumbres de
espiga en maiz a través del uso de hibridos menos susceptibles. La resistencia genética a
estas enfermedades deberia ser incluida como criterio en la eleccion del hibrido a fin de
reducir pérdidas en rendimiento y minimizar el riesgo de contaminacidon con

micotoxinas en grano.

En sintesis, el andlisis de la incidencia de granos infectados permiti6é establecer qyue
fechas de siembra de septiembre son mas susceptibles a ataques del hongo, que la mejor
técnica de inoculacion es en el canal de estigmas y que hay cultivares de mejor

comportamiento que otros.
C.2.c. Fluorescencia bajo luz UV

La metodologia de deteccion de A. flavus con fluorescencia bajo luz UV (A: 360 nm)
reveld un 95,8% de positivos totales cuando se analizd estadisticamente. No se
encontraron diferencias significativas entre tratamientos, hibridos y fecha de siembra
(Tablas 9, 10 y 11). Muchos fueron falsos positivos por lo expuesto de la evaluacion de

las variables anteriormente explicadas (Tabla 12 — ANEXO).

Tabla 9: Tabla general de los resultados del modelo usado para la deteccidon de Aspergillus
flavus por fluorescencia bajo luz UV.

Familia Enlace |Convergencia
logit Alcanzada 1

Escala

binomial

Tabla 10: Medidas de ajuste del modelo para la deteccion de Aspergillus flavus por
fluorescencia bajo luz UV.

N AIC BIC
288 108,16 155,78
AIC y BIC menores implica mejor

logLik
-41,08

Deviacion
82,16

Tabla 11: Prueba de hipodtesis marginales para los efectos fijos en la deteccion de Aspergillus
flavus por fluorescencia bajo luz UV

Fuente numDF denDF F-valor p-valor
Campafa 1 275 0,37 0,5443
Fecha de siembra 1 275 0,37 0,5443
Repeticion 2 275 0,27 0,7605
Hibridos 5 275 0 >0,9999
;Z‘;‘Efaacifn 3 275 0,64 0,5896

Resultados similares obtuvieron De Rossi ef al. (2014), quienes evaluaron la presencia

de micotoxinas en maiz en muestras de granos provenientes de 14 hibridos sembrados
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en 2 localidades de la provincia de Cérdoba. El método de deteccion por fluorescencia

bajo luz negra no fue adecuado ya que present6 falsos positivos y falsos negativos.

Dichos resultados contradicen lo dicho por Munkvold et al. (2012) en que es una prueba
de deteccion inicial para determinar la presencia del hongo, pero si concuerdan en que
los resultados deben ser verificados por un analisis de laboratorio, necesitando las

muestras mas pruebas de determinacion.
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D. CONCLUSIONES

El hongo A. flavus es un patdégeno que afecta al maiz en condiciones de campo
produciendo la podredumbre de la espiga, para el area de estudio y los hibridos de maiz
analizados. Sabiendo que la via de entrada de 4. flavus en el campo es a través de la
mazorca, ya sea por el canal de estigmas, en polinizacion, o por granos en formacion
que han sufrido algin dafio, se determind que la mejor de las técnicas de inoculacion
artificial empleadas para infectar A. flavus en mazorca de maiz fue el uso de jeringa
automatica inoculando en el canal de estigmas. Por esto, se acepta la hipdtesis 1 que
plantea que la eficiencia de infeccion es diferente segun los métodos de inoculacion

experimental utilizados.

Este estudio es el primero realizado en condiciones de campo en la provincia de
Cordoba. Permitio definir que las fechas de siembra tardia, en diciembre, son menos
favorables a la presencia de A. flavus, informacion Util como técnica de manejo de la
enfermedad. Se acepta la hipotesis 2 de acuerdo a la que A. flavus presenta un

comportamiento distinto seglin la fecha de siembra de los hibridos de maiz.

La técnica de deteccion de A. flavus por fluorescencia bajo luz UV es una técnica
presuntiva que dio falsos positivos por lo que no se considera confiable para la
deteccion de A. flavus en grano. La determinacion de la incidencia del hongo en granos
de maiz sembrados en medio de cultivo es mas confiable que la severidad del patogeno
en mazorcas de maiz, ya que estas pueden o no presentar sintomas, lo cual puede llevar
a una erronea caracterizacién de hibridos a partir de la severidad. La evaluacion de la
incidencia permitié ver un comportamiento diferencial de los hibridos frente a 4. flavus.
Por estos resultados se acepta la hipdtesis 3, segtn la cual los hibridos de maiz tienen un
comportamiento diferencial a un aislado de A. flavus. El parametro incidencia de granos

infectados permitié demostrarlo

Estas conclusiones surgen de dos afios de evaluacion y de inoculaciones experimentales
con una cepa de A. flavus. Seria adecuado continuar los estudios relacionados a la
podredumbre de espigas en maiz, ensayar otras técnicas para detectar la presencia de 4.
flavus, como por ejemplo aspersion de los estigmas de las mazorcas con una suspension
conidial en la etapa posterior a la polinizacion. Ademds probar mas cepas de este

patdégeno que sean representativas de la zona incluyendo productoras y no productoras
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de micotoxinas, ya que es necesario disponer de aislados toxicogénicos, agresivos y
representativos de la poblacion del patdégeno en la region para que se desarrollen

cultivares resistentes a este patdgeno y a la produccion de micotoxinas.
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Tabla 12: Resumen de la base de datos para determinar el comportamiento de Aspergillus flavus
en hibridos de maiz en dos fecha de siembra con dos técnicas de inoculacion.

Campaiia F('echa de Hibrido .Técnica.t'ie I’ndicg de Incidencia Flt{orescencia
siembra inoculaciéon* | severidad (%) bajo luz UV**
2014/15 septiembre | AX887HCLMG A 1,9 75,4 1
2014/15 septiembre | AX887HCLMG B 1,0 64,0 1
2014/15 | septiembre | AX887HCLMG C 1,0 51,8 1
2014/15 septiembre | AX887HCLMG D 1,0 52,1 1
2014/15 diciembre | AX887HCLMG A 1,1 342 1
2014/15 diciembre | AX887HCLMG B 1,0 10,5 1
2014/15 diciembre | AX887HCLMG C 1,1 26,5 1
2014/15 diciembre | AX887HCLMG D 1,0 21,7 1
2015/16 | septiembre | AX887HCLMG A 1,5 92,6 1
2015/16 | septiembre | AX887HCLMG B 1,5 96,2 1
2015/16 | septiembre | AX887HCLMG C 1,7 86,2 1
2015/16 | septiembre | AX887HCLMG D 1,2 60,1 1
2015/16 diciembre | AX887HCLMG A 1,0 23,1 1
2015/16 diciembre | AX887HCLMG B 1,1 26,3 1
2015/16 diciembre | AX887HCLMG C 1,6 54,9 1
2015/16 diciembre | AX887HCLMG D 1,0 31,9 1
2014/15 septiembre | DM2738MGRR2 A 1,4 84,1 1
2014/15 septiembre | DM2738MGRR2 B 1,3 82,5 1
2014/15 septiembre | DM2738MGRR2 C 1,2 58,7 1
2014/15 septiembre | DM2738MGRR2 D 1,1 77,4 1
2014/15 diciembre | DM2738MGRR2 A 1,0 59,6 1
2014/15 diciembre | DM2738MGRR2 B 1,1 44,8 1
2014/15 diciembre | DM2738MGRR2 C 1,4 60,2 1
2014/15 diciembre | DM2738MGRR2 D 1,0 21,8 1
2015/16 septiembre | DM2738MGRR2 A 2,3 98,5 1
2015/16 | septiembre | DM2738MGRR2 B 1,7 100,0 1
2015/16 | septiembre | DM2738MGRR2 C 1,4 100,0 1
2015/16 | septiembre | DM2738MGRR2 D 1,3 98,8 1
2015/16 diciembre | DM2738MGRR2 A 1,2 42,9 1
2015/16 diciembre | DM2738MGRR2 B 1,0 54,8 1
2015/16 diciembre | DM2738MGRR2 C 1,5 79,9 1
2015/16 diciembre | DM2738MGRR2 D 1,0 52,8 1
2014/15 | septiembre | L6854xL4674 A 1,1 98,8 1
2014/15 | septiembre | L6854xL4674 B 1,0 84,9 1
2014/15 | septiembre | L6854xL4674 C 1,0 94,1 1
2014/15 septiembre | L6854xL4674 D 1,0 0,0 1
2014/15 diciembre | L6854x1.4674 A 2,5 92,6 1
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2014/15 diciembre | L6854x1.4674 B 1,6 65,3 1
2014/15 diciembre | L6854x1.4674 C 1,1 57,2 1
2014/15 diciembre | L6854x1.4674 D 1,0 68,3 1
2015/16 | septiembre | L6854xL4674 A 3,5 333 1
2015/16 | septiembre | L6854xL4674 B 2,5 333 1
2015/16 | septiembre | L6854xL4674 C 2,0 333 1
2015/16 | septiembre | L6854x1.4674 D 1,5 52,0 1
2015/16 diciembre | L6854x1.4674 A 1,1 452 1
2015/16 diciembre | L6854xL4674 B 1,0 46,7 1
2015/16 diciembre | L6854xL4674 C 1,0 59,7 1
2015/16 diciembre | L6854xL4674 D 1,0 54,6 1
2014/15 | septiembre LT626VT3P A 1,1 69,2 1
2014/15 septiembre LT626VT3P B 1,1 82,6 0
2014/15 | septiembre LT626VT3P C 1,1 86,3 1
2014/15 septiembre LT626VT3P D 1,1 57,7 1
2014/15 diciembre LT626VT3P A 1,1 37,0 1
2014/15 diciembre LT626VT3P B 1,0 27,3 1
2014/15 diciembre LT626VT3P C 1,0 42,3 1
2014/15 diciembre LT626VT3P D 1,0 22,7 1
2015/16 | septiembre LT626VT3P A 1,7 56,7 1
2015/16 | septiembre LT626VT3P B 1,4 63,5 1
2015/16 septiembre LT626VT3P C 1,3 75,2 1
2015/16 septiembre LT626VT3P D 1,1 84,2 1
2015/16 diciembre LT626VT3P A 1,2 47,3 1
2015/16 diciembre LT626VT3P B 1,1 28,7 1
2015/16 diciembre LT626VT3P C 1,1 42,1 1
2015/16 diciembre LT626VT3P D 1,0 29,3 1
2014/15 septiembre P1780Y A 1,5 86,1 1
2014/15 septiembre P1780Y B 1,1 67,3 1
2014/15 septiembre P1780Y C 1,2 79,6 1
2014/15 septiembre P1780Y D 1,0 27,1 1
2014/15 diciembre P1780Y A 1,2 52,3 1
2014/15 diciembre P1780Y B 1,0 28,3 1
2014/15 diciembre P1780Y C 1,0 39,2 1
2014/15 diciembre P1780Y D 1,1 54,2 1
2015/16 septiembre P1780Y A 2,0 99,3 1
2015/16 septiembre P1780Y B 1,9 88,5 1
2015/16 septiembre P1780Y C 1,7 93,0 1
2015/16 septiembre P1780Y D 1,2 51,9 1
2015/16 diciembre P1780Y A 1,2 59,1 1
2015/16 diciembre P1780Y B 1,1 38,1 1
2015/16 diciembre P1780Y C 1,2 37,6 1
2015/16 diciembre P1780Y D 1,0 53,8 1
2014/15 | septiembre | SY960TD/TG A 1,5 80,8 1
2014/15 | septiembre | SY960TD/TG B 1,4 56,4 1
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2014/15 | septiembre | SY960TD/TG C 1,4 76,7 1
2014/15 septiembre | SY960TD/TG D 1,1 71,0 1
2014/15 diciembre | SY960TD/TG A 1,0 46,6 1
2014/15 diciembre | SY960TD/TG B 1,1 63,3 1
2014/15 diciembre | SY960TD/TG C 1,0 30,2 1
2014/15 diciembre | SY960TD/TG D 1,0 14,3 1
2015/16 | septiembre | SY960TD/TG A 1,8 77,6 1
2015/16 | septiembre | SY960TD/TG B 1,5 52,6 1
2015/16 | septiembre | SY960TD/TG C 1,9 66,7 1
2015/16 | septiembre | SY960TD/TG D 1,2 58,6 1
2015/16 diciembre | SY960TD/TG A 1,0 443 1
2015/16 diciembre | SY960TD/TG B 1,0 27,0 1
2015/16 diciembre | SY960TD/TG C 1,1 24,0 1
2015/16 diciembre | SY960TD/TG D 1,0 13,1 1

*Técnica de inoculacion: A: inoculacion en el canal de estigmas; B: testigo de técnica A; C: inoculacion

F2. Resultados del analisis estadistico

en grano; D: testigo de técnica C. **UV: valor 1:positivo, valor 0: negativo

F.2.a. Severidad

Tabla 13: Media de Minimos Cuadrados para la interaccion técnica de inoculacion*hibrido

(fecha de siembra) para la variable indice de severidad de Aspergillus flavus en maiz.

Técnica de inoculacion*hibrido(Fecha de siembra) Media de Minimos Cuadrados

Fecha de | Técnica de Hibrido Pr > Media Error Media con
siembra |inoculacién* [¢]** Estandar | antilogaritmo
diciembre A AXS887THCLMG | 0.4261 | 0,072 | 0.09026 1,07
diciembre B AX887THCLMG | 0.5641 | 0,052 | 0.09026 1,05
diciembre C AX887THCLMG | 0.0064 | 0,248 | 0.09026 1,28
diciembre D AX887HCLMG | 0.8473 | 0,019 | 0.09888 1,02
septiembre A AX887THCLMG |<.0001 | 0,458 | 0.09026 1,58
septiembre B AX887HCLMG | 0.0215 | 0,229 | 0.09888 1,26
septiembre C AX887HCLMG | 0.0052 | 0,255 | 0.09026 1,29
septiembre D AX887THCLMG | 0.3459 | 0,085 | 0.09026 1,09
diciembre A DM2738MGRR?2 | 0.4261 | 0,072 | 0.09026 1,07
diciembre B DM2738MGRR2 | 0.4918 | 0,062 | 0.09026 1,06
diciembre C DM2738MGRR2 | 0.0002 | 0,346 | 0.09026 1,41
diciembre D DM2738MGRR2 | 0.7252| 0,032 | 0.09026 1,03
septiembre A DM2738MGRR2 | <.0001 | 0,562 | 0.09026 1,75
septiembre B DM2738MGRR2 | <.0001 | 0,378 | 0.09026 1,46
septiembre C DM2738MGRR2 | 0.0071 | 0,245 | 0.09026 1,28
septiembre D DM2738MGRR2 | 0.0819 | 0,158 | 0.09026 1,17
diciembre A L6856xL4674 | <.0001| 0,486 | 0.09026 1,63
diciembre B L6856xL4674 |0.0189| 0,214 | 0.09026 1,24
diciembre C L6856xL4674 |0.6764 | 0,038 | 0.09026 1,04




diciembre D L6856xL4674 |0.8091 | 0,022 | 0.09026 1,02
septiembre A L6856xL4674 |0.0001 | 0,505 | 0.1277 1,66
septiembre B L6856xL4674 |0.0394| 0,229 | 0.1105 1,26
septiembre C L6856xL4674 | 10.000| 0,000 | 0.1277 1,00
septiembre D L6856xL4674 | 10.000| 0,000 | 0.2211 1,00
diciembre A LT626VT3P |0.1351| 0,135 | 0.09026 1,14
diciembre B LT626VT3P |0.7138| 0,033 | 0.09026 1,03
diciembre C LT626VT3P |0.3806| 0,079 | 0.09026 1,08
diciembre D LT626VT3P |10.000| 0,000 | 0.09026 1,00
septiembre A LT626VT3P | 0.0053| 0,254 | 0.09026 1,29
septiembre B LT626VT3P |0.0539| 0,192 | 0.09888 1,21
septiembre C LT626VT3P |0.0638| 0,168 | 0.09026 1,18
septiembre D LT626VT3P |0.3136| 0,091 | 0.09026 1,10
diciembre A P1780YR 0.1122 | 0,144 | 0.09026 1,15
diciembre B P1780YR 0.5971 | 0,048 | 0.09026 1,05
diciembre C P1780YR 0.4414 | 0,070 | 0.09026 1,07
diciembre D P1780YR 0.7367 | 0,030 | 0.09026 1,03
septiembre A P1780YR <.0001| 0,533 | 0.09026 1,70
septiembre B P1780YR 0.0002 | 0,343 | 0.09026 1,41
septiembre C P1780YR 0.0001 | 0,356 | 0.09026 1,43
septiembre D P1780YR 0.3950 | 0,094 | 0.1105 1,10
diciembre A SY960TD/TG |0.7127 | 0,033 | 0.09026 1,03
diciembre B SY960TD/TG | 0.4457 | 0,069 | 0.09026 1,07
diciembre C SY960TD/TG |0.7138 | 0,033 | 0.09026 1,03
diciembre D SY960TD/TG | 10.000 | 0,000 | 0.09026 1,00
septiembre A SY960TD/TG |<.0001 | 0,484 | 0.09026 1,62
septiembre B SY960TD/TG | 0.0002 | 0,339 | 0.09026 1,40
septiembre C SY960TD/TG |<.0001| 0,467 | 0.09026 1,60
septiembre D SY960TD/TG |0.1084 | 0,146 | 0.09026 1,16

*Técnica de inoculacion: A: inoculacion en el canal de estigmas; B: testigo de técnica A;
- inoculacis - D: testi .. ' 05 indi : .
C: inoculacion en grano; D: testigo de técnica C. **Valores de p<0.05 indican diferencias
significativas en la interaccion.
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Figura 21: Supuestos de la variable indice de severidad para Aspergillus flavus en maiz.

F.2.b. Incidencia de granos infectados
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Tabla 14: Media de Minimos Cuadrados para la interaccion técnica de inoculacion*hibrido
(fecha de siembra) para la variable incidencia de Aspergillus flavus en maiz.

Técnica de inoculacion*hibrido(Fecha de siembra) Media de Minimos
Cuadrados

Stembra | inocalacion | Mbridos | (T | Medias | GO
diciembre A AX887HCLMG | 0.3308 | 0,3327 | 0.1585
diciembre A DM2738MGRR2 | 0.9857 | 0,4963 | 0.2043
diciembre A L6856xL4674 | 0.2381 | 0,6994 | 0.1501
diciembre A LT626VT3P 0.6334 | 0,4214 | 0.1618
diciembre A P1780YR 0.7922 | 0,569 | 0.2584
diciembre A SY960TD/TG | 0.9192 | 0,5229 | 0.2248
diciembre B AXB87HCLMG | 0.0148 | 0,1476 | 0.08981
diciembre B DM2738MGRR2 | 0.9413 | 0,4816 | 0.2500
diciembre B L6856xL4674 | 0.5753 | 0,5873 | 0.1524
diciembre B LT626VT3P 0.1885 | 0,2805 | 0.1441
diciembre B P1780YR 0.4731 | 0,3627 | 0.1812
diciembre B SY960TD/TG | 0.9454 | 0,484 | 0.2327
diciembre C AXB87HCLMG | 0.4991 | 0,3815 | 0.1684
diciembre C DM2738MGRR2 | 0.5338 | 0,6796 | 0.2627
diciembre C L6856xL4674 | 0.7154 | 0,553 | 0.1440
diciembre C LT626VT3P 0.5783 | 0,4019 | 0.1716




diciembre C P1780YR 0.5809 | 0,3996 | 0.1766
diciembre C SY960TD/TG | 0.1925 | 0,2996 | 0.1363
diciembre D AX887HCLMG | 0.1501 | 0,2629 | 0.1383
diciembre D DM2738MGRR2 | 0.3987 | 0,3535 | 0.1632
diciembre D L6856xL4674 | 0.7682 | 0,5525 | 0.1765
diciembre D LT626VT3P 0.1503 | 0,263 | 0.1384
diciembre D P1780YR 0.7300 | 0,5614 | 0.1758
diciembre D SY960TD/TG | 0.0101 | 0,1356 | 0.08366
septiembre A AX887HCLMG | 0.1233 | 0,8809 | 0.1357
septiembre A DM2738MGRR2 | 0.1423 | 0,9131 | 0.1267
septiembre A L6856xL4674 | 0.1741 | 0,991 | 0.03075
septiembre A LT626VT3P 0.2774 | 0,8135 | 0.2052
septiembre A P1780YR 0.2439 | 0,9405 | 0.1322
septiembre A SY960TD/TG | 0.0370 | 0,8173 | 0.1066
septiembre B AX887HCLMG | <.0001 | 0,9642 | 0.02466
septiembre B DM2738MGRR2 | 0.0018 | 0,9056 | 0.06101
septiembre B L6856xL4674 | 0.0015 | 0,9081 | 0.05957
septiembre B LT626VT3P 0.0805 | 0,778 | 0.1233
septiembre B P1780YR 0.1687 | 0,7283 | 0.1413
septiembre B SY960TD/TG | 0.8962 | 0,5233 | 0.1781
septiembre C AX887HCLMG | 0.1219 | 0,7519 | 0.1332
septiembre C DM2738MGRR2 | 0.0347 | 0,8201 | 0.1053
septiembre C L6856xL4674 | <.0001 | 0,9579 | 0.02876
septiembre C LT626VT3P 0.0384 | 0,8156 | 0.1074
septiembre C P1780YR 0.0015 | 0,908 | 0.05962
septiembre C SY960TD/TG | 0.1579 | 0,7333 | 0.1396
septiembre D AXB87HCLMG | 0.6861 | 0,5717 | 0.1748
septiembre D DM2738MGRR2 | 0.0039 | 0,9209 | 0.06124
septiembre D LT626VT3P 0.1744 | 0,7257 | 0.1421
septiembre D P1780YR 0.5493 | 0,6216 | 0.1947
septiembre D SY960TD/TG | 0.2029 | 0,7134 | 0.1460

*Técnica de inoculacion: A: inoculacion en el canal de estigmas; B: testigo
de técnica A; C: inoculacion en grano; D: testigo de técnica C. **Valores de

p<0.05 indican diferencias significativas en la interaccion.
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Figura 22: Supuestos para la variable incidencia de Aspergillus flavus en maiz.

F.2.c. Fluorescencia bajo luz UV

Tabla 15: Medias ajustadas y errores estandares para el factor fecha de siembra en el modelo
utilizado para la deteccion de Aspergillus flavus por fluorescencia bajo luz UV.

Inversa de la funcion de enlace con efecto aleatorio=0

LSD Fisher (Alfa=0,05)

Procedimiento de correccion de p-valores: No

Fecha de siembra PredLin E.E. Media E.E.

Diciembre 9,11 589,02 1,00 0,06 A

Septiembre 8.74 589,02 1,00 0,09 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)

Tabla 16: Medias ajustadas y errores estandares para el factor cultivar en el modelo utilizado
para la deteccion de Aspergillus flavus por fluorescencia bajo luz UV.

Inversa de la funcion de enlace con efecto aleatorio=0
LSD Fisher (Alfa=0,05)
Procedimiento de correccion de p-valores: No

Hibrido PredLin E.E. Media E.E.

DM2738MGRR2 20,73 2499,01 1,00 2,5E-06 A
SY960TD/TG 20,73 2499,01 1,00 2,5E-06 A
AX887THCLMG 3,33 0,76 0,97 0,03 A
L6854x1.4674 3,33 0,76 0,97 0,03 A
P1780Y 3,33 0,76 0,97 0,03 A
LT626VT3P 2.11 0.48 0.89 0,05 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)



Tabla 17: Medias ajustadas y errores estandares para el factor técnicas de inoculacion en el
modelo utilizado para la deteccion de Aspergillus flavus por fluorescencia bajo luz UV.

Inversa de la funcion de enlace con efecto aleatorio=0
LSD Fisher (Alfa=0,05)

Procedimiento de correccion de p-valores: No

Técnica de inoculacién* PredLin E.E. Media E.E.

A 9,96 589,02 1,00 0,03 A
D 8,80 589,02 1,00 0,09 A
B 8,47 589,02 1,00 0,12 A
C 8.47 589,02 1,00 0,12 A

Medias con una letra comun no son significativamente diferentes (p > 0,05)
*Técnica de inoculacion: A: inoculacion en el canal de estigmas; B: testigo de técnica A;
C: inoculacion en grano; D: testigo de técnica C.
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