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Abstract: The foremost area of penetration of Aspergillus parasiticus Speare to the caryopsis of com (Zea mays L.)

shell and in ear, was observed through scanning electron microscopy. A. parasiticus colonized the epidermal tissues of
the bract, the tip cap, pericarp and the remanent oi silk. In addition, the fungus colonized the tip cap tissue exposed to
mechanical action of the shell, and invaded the proximal pericarp of the caryopsis in a lapse of 48 hours. The advance-
ment of A. parasiticus took place mainly, through the continous intercellular spaces between the spongy parenchyma
of the tip cap and the proximal pericarp. Seventy-two hours after inoculation the proximal pericarp of shelled com,
was always colonized by A. parasiticus; in contrast, invasion of the proximal pericarp of com in the ear was observed
only once. The results of this work indicates that the spongy tissue of tip cap normally exposed to the mechanic action
of the shell, is the main area of penetration of A. parasiticus to the caryopsis. The results also indicate that the shelled

com is invaded more frequently than leaf on the ear.
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El descubrimiento de las aflatoxinas en gra-
nos de mani (Arachis hypogaea L.) provenien-
tes del Brasil, realizado por los ingleses a prin-
cipios de 1960, evidenci6 la necesidad de pres-
tar mayor atencién al estudio de los factores
que favorecen el desarrollo de microorganis-
mos en los granos, y por ende la contaminacién
de alimentos con compuestos de origen fungo-
s0. A partir de dicho hallazgo, la presencia de
A. flavus, A. parasiticus y de aflatoxinas en
granos, y su relacién con la salud animal y hu-
mana, ha sido objeto de gran atencién
(Goldblatt 1972, Munro 1976, Hayes 1980 y
Patten 1981).

. A. flavus y A. parasiticus son organismos de
distribucién universal, que causan problemas
principalmente en 4reas tropicales y subtropica-
les, debido a que las condiciones clim4ticas de
estas zonas, son altamente favorables para su
crecimiento y produccién de aflatoxinas en los
granos (Hesseltine 1969, Raper y Fennell 1973
y Christensen 1981).

En las zonas tropicales la invasi6n del ca-
riépside o grano de maiz por miembros del gru-
po Aspergillus, es muy reducida durante la fase
de campo (Montoya-Maquin y Schieber.1970,
Guzmén de Pefia ef al. 1985 y Echandi 1986).
Sin embargo, las condiciones climaticas impe-
rantes unidas al manejo inadecuado del
grano,que prevalece en las zonas tropicales
propician en alto grado el ataque por microor-
ganismos en la fase poscosecha (Ramirez
Genel 1966, Hall 1971, Castillo-Nifio 1978 y
Williams y McDonald 1983).

Por las razones anteriores y por la gran de-
manda de maiz para uso animal y humano en el
drea centroamericana y en todo el Trépico
Americano, queda clara la importancia de in-
vestigar el proceso de invasi6n de los tejidos de
los granos por miembros del grupo
Aspergillus.

Para el proceso de identificacién de genoti-
pos resistentes, resulta de gran importancia
contar con informacién y técnicas para detectar
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1a penetracién e invasién de los tejidos del gra-
no de maiz por Aspergillus, 1o cual hasta el mo-
mento ha resultado dificil debido a que, la inte-
raccién genotipo ambiente que se produce en
estudios de campo, probablemente enmascara
las diferencias causadas por la respuesta here-
dada (King y Scott 1982 y Widstrom y Zuber
1983).

Varios investigadores notaron que en zonas
templadas, las vias mas comunes para la pene-
tracién de Aspergillus al cariépside de maiz,
son los tejidos del pedicelo expuestos por la ac-
cién mecénica del desgrane, la regién estilar, y
las heridas producidas al pericarpo durante el
manejo del grano (Rambo et al. 1974, Tsuruta
et al. 1981 y Marsh y Payne 1984b).

El estudio estructural de penetracién de A .
parasiticus al cariépside de maiz maduro, me-
diante Microscopia Electrénica de Rastreo
(M.E.R.), servird de base para la aplicacién de
estas técnicas de microscopia, al desarrollo de
una metodologia que permita evaluar en condi-
ciones de laboratorio, cultivares de maiz de ori-
gen tropical en cuanto a la invasién por
Aspergillus spp. Ademds, esta informaci6n pue-
de ser utilizada en la elaboracién de alternati-
vas para manejo.

Este trabajo se realizé con el fin de observar
las dreas mis frecuentes de penetracién de A .
parasiticus al cariépside de maiz maduro, y las
diferencias que presentan en la invasién de los
tejidos cariépsides adheridas a la mazorca con
respecto a los desgranados.

MATERIAL Y METODOS

Para este estudio se empled el hibrido co-
mercial Zea mays L. cv X 5800 (Pioneer
Hybrid Corp.), cultivado en la Estacién
Experimental Fabio Baudrit Moreno (U.C.R),
ubicada en Costa Rica. Las mazorcas maduras
se cosecharon y manejaron manualmente, y se
eliminG en el campo aquellas que presentaban a
la vista deterioro por humedad o dafio fisico
por insectos. Después de la cosecha se almace-
naron a una temperatura de 8 OC y 54-58 % de
humedad relativa. El cultivo de A. parasiticus
Speare (NRRL 2999) usado en las pruebas fue
obtenido directamente del Northen Regional
Research Laboratory, United States Department
of Agriculture.

Al inicio del trabajo se examiné la microflo-
ra presente en los cariépsides segiin las técnicas
de Neergaard (1977). Para el estudio de pene-
tracién de A. parasiticus se usaron 46 mazor-
cas, 40 se mantuvieron intactas y 6 fueron des-
granadas manualmente. El inéculo se prepar6 a
partir de un cultivo de A. parasiticus en Agar
Papa Dextrosa NaCl 7,5%, 13 dias después de
sembrado. Las conidias se removieron del cul-
tivo mediante flotacién en una solucién 0,8%
(v:v) del dispersante polioxietilensorbitano mo-
nolaurato (Tween 80) en agua destilada estéril.

Tanto el maiz en mazorca como desgranado
fue transferido a solucién de hipoclorito de so-
dio al 1% en agua destilada v:v por 5 minutos,
y lavado 3 veces con agua destilada estéril du-
rante 5 minutos. Posteriormente, 21 mazorcas y
la mitad del maiz desgranado, fueron inocula-
dos por inmersi6n en una suspension acuosa de
42 X 104 conidias/ml, por un lapso de 25 mi-
nutos. el resto de las mazorcas y el maiz des-
granado fue usado como testigo.

Las mazorcas y granos inoculados fueron
colocados en cdmaras hiimedas rectangulares
sobre una malla metdlica, una mazorca 6 50
granos en cada cAmara. Las cdmaras se mantu-
vieron a 28 + 2 OC en condiciones de luz alter-
na (12 horas oscuridad y 12 horas luz), durante
120 horas. Para retardar la germinacioén de los
cariépsides y mantener la humedad, se usé en
el fondo de las cdmaras una solucién de NaCl
4,5% en agua destilada estéril(p:v), que se
mantuvo en contacto con el papel absorbente
estéril. Para evitar la desecacion, las cdmaras
fueron colocadas en bolsas plasticas.

Los ensayos iniciales de penetracién se pro-
longaron por un lapso de 48 horas, y posterior-
mente se efectuaron otras pruebas continuando
las observaciones hasta las 120 horas. La mues-
tra para el estudio de penetracién en granos ad-
heridos estuvo constituida por 3 mazorcas en
cada periodo; en tanto que, para maiz desgrana-
do se utilizaron 30 cariépsides por periodo, o
sea 10 granos de cada cdmara. Se tomaron
muestras a las 0, 12, 24, 48, 72, 96 y 120 horas
de incubacién, y se fijo los tejidos en solucién
de alcohol etilico (95%) - 4cido acético glacial
-formaldehido (40%) - agua destilada, en una
relacién 10:1:2:7 (v:v) (Sass 1964). Para sepa-
rar el cariGpside con los tejidos de la inflores-
cencia, la mazorca fue dividida longitudinal-
mente y luego se hicieron varias secciones
transversales.
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Fig. 1. Seccién longitudinal del cariépside de maiz en la que se muestra la ubicacién de los tejidos.
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Fig. 2. Germinacién y esporulacién de A. parasiticus en tejidos del cariépside de maiz desgranado. A. Conidias (C) con tubos
germinales (TG) en el parénquima esponjoso del pedicelo (PED). Barra: 25 um. B. Esporulacién en epidermis del pericarpo
proximal. Barra:10 um. C. Conidiéforo en el parénquima esponjoso del pedicelo. Barra; 25 um. D. Hifa (M) en el espacio in-
tercelular de células de cruce del pericarpo proximal. Barra: 5 um.
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Manualmente se hicieron secciones longitu-
dinales (Fig. 1) y transversales del cariépside y
los tejidos de la inflorescencia, que se usaron
en el examen mediante MEE.R. Los tejidos se
procesaron segin el método descrito por Hearle
et al. (1974). La deshidratacién se realizé en
una gradiente de agua destilada -alcohol etilico
viv (50-100%), por un lapso de 6 dfas.
Posteriormente, se procedi6 a lavar los tejidos
con CO; cada 10 minutos, durante 1 hora y a

secarlos a presién de 90-100 Kg-F/Cm?2.

Concluido el proceso de secado a punto critico,
los tejidos fueron montados en bases de alumi-
nio y cubiertos con platino en un cobertor me-
tdlico IB-5 (Giko Ltd), por un lapso de 5 minu-
tos. Finalizado el perfodo de cobertura metéli-
ca, se procedié a observarlos al microscopio
(Hitachi S-570), a un voltaje de aceleracién de
15 KV y distancia de trabajo de 15 mm.

RESULTADOS

Las conidias de A. parasiticus aplicadas me-
diante el proceso de inoculacién, emitieron ge-
neralmente 1 6 2 tubos germinales que se ex-
tendieron sobre las células epidérmicas, y entre
las uniones de las paredes anticlinales en el pe-
dicelo, brécteas, pericarpo y el remanente del
estilo del mafz desgranado y en mazorca, en un
lapso de 12 horas. En los tejidos del pedicelo
expuestos por la accién mecénica del desgrane,
también germinaron las conidias de A. parasi-
ticus, y los tubos germinales invadieron los es-
pacios intercelulares y las células del parénqui-
ma espon;joso, en un lapso de 12 horas a partir
de la inoculacién (Fig. 2A).

No se observaron diferencias en la forma-
cién de micelio y de conidiéforos de A. para-
siticus entre los tejidos epidérmicos del mafz
desgranado y en mazorca. En un lapso de 24
horas a partir de la inoculacién se noté que las
hifas de A. parasiticus ya formaban micelio y
los conididforos aparecieron al cabo de 48 ho-
ras (Fig. 2B).

En ese mismo lapso de 48 horas eran evi-
dentes conidéforos en el parénquima esponjoso
del pedicelo del maiz desgranado (Fig. 2C).
Ademds, las hifas de A. parasiticus se extendie-
ron hasta las células de cruce del pericarpo pro-
ximal (Fig. 2D).

Los espacios intercelulares continuos del pa-
rénquima esponjoso del pedicelo y el pericarpo

proximal, mostraron la mayor proliferacién de
hifas (Fig. 3). En la regi6n proximal del cari6p-
side también se observé que,la capa hilar
(Fig.1) parece actuar como barrera al avance
del microorganismo, ya que no la penetran.

Micelio de A. parasiticus creci6 sobre el pe-
ricarpo del cariépside y penetr$ a través de he-
ridas en un lapso de 48 horas. También se not6
la formacién de conidi6foros a las 72 horas en
heridas que exponian el endosperma. Esas ob-
servaciones incluyen maiz desgranado y en ma-
zorca.

Hifas de A. parasiticus se extendieron a tra-
vés de los espacios intercelulares y fisuras en el
remanente del estilo; sin embargo, la invasién
del pericarpo, se observé sélo en 2 caridpsides
desgranados, después de un periodo de incuba-
cién de 120 horas.

Fig. 3. Parénquima esponjoso del pedicelo del cariépside de
maiz desgranado, en el cual hubo proliferacién de hifas (M)
de A. parasiticus. Barra: S um.

DISCUSION

De los resultados del examen de micoflora
se desprende que, los cari6psides que se usaron
para los ensayos de penetracién, estaban libres
de infeccién natural por Aspergillus spp. Esas
observaciones coinciden con informes anterio-
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res que indican que en las zonas tropicales, la
invasién del cariépside de maiz por miembros
del grupo Aspergillus, es baja durante 1a fase de
campo (Montoya-Maquin y Schieber 1970,
Guzmin de Peiia et al. 1985 y Echandi 1986).

El tiempo que emplearon las conidias de A .
parasiticus para germinar, y la forma en que los
tubos germinales se extendieron sobre la epi-
dermis del caridpside en este estudio, coincide
con el informe de Marsh y Payne (1984b) para
el caso de A. flavus en epidermis del estilo de
cariépsides de maiz inoculados adheridos a la
mazorca.

Ademés, en ese lapso de 12 horas,los tubos
germinales invadieron los tejidos del pedicelo
expuestos por la accién mecénica del desgrane.
Tsuruta et al. (1981) observaron hifas de A .
flavus en el pedicelo de maiz desprendido de la
mazorca. Sin embargo, anterior a este trabajo
no existfa evidencia histolégica de los tubos
germinales de conidias de A. parasiticus en el
pedicelo del cariépside. Esas observaciones
también constituyeron la primera diferencia en
cuanto al drea de penetracién de A. parasiticus
entre el maiz desgranado y en mazorca.

La formacién de conidi6foros en un lapso de
48 horas, indica que las condiciones de incuba-
cién fueron apropiadas para el desarrollo de A .
parasiticus en la epidermis del grano. Esas ob-
servaciones son congruentes con los resultados
de Marsh y Payne (1984b), quienes también ob-
servaron conidiéforos de A. flavus sobre granos
de polen, 48 horas después de la aplicacién de
las conidias en los estilos de la mazorca de maiz.

La presencia de conidiéforos y su ubicacién
en el parénquima esponjoso del pedicelo, indi-
can que A. parasiticus se extiende desde los te-
jidos expuestos por la accién mecanica del des-
grane, hacia el extremo proximal del caridpsi-
de.

La proliferacién de hifas en el parénquima
esponjoso del pedicelo, y su ubicacién en el pe-
ricarpo proximal en un lapso de 48 horas, indi-
ca que el avance de A. parasiticus se produce
principalmente via espacios intercelulares con-
tinuos entre esos dos tejidos. Tsuruta et al.
(1981) también observaron hifas de Asper-
gillus spp en el pericarpo proximal del maiz
desgranado mediante M.E.R.; sin embargo, no
establecieron con claridad cual fue la ruta que
siguieron esos microorganismos en la invasién
del grano, debido a que iniciaron sus observa-
ciones 7 dias después de la inoculacién.

Las observaciones sobre la posible funcién
de barrera al avance de A. parasiticus que pare-
ce desempefiar la capa hilar, coinciden con el
informe de Tsuruta et al. (1981), para el caso de
pedicelo de cariépsides de maiz desgranados
invadidos por Aspergillus restrictus in vitro.

La frecuente presencia de hifas de A. para-
siticus en el pericarpo proximal del maiz des-
granado, unida a su observacién esporadica en
el pericarpo medio, indica que la invasién pro-
sigue hacia el pericarpo distal. En contraste, el
pericarpo proximal del maiz en mazorca pre-
sent6 hifas del hongo solamente en un caso.
Esas observaciones indican que los tejidos del
maiz desgranado y en mazorca, presentan dife-
rencias en la frecuencia de penetracién de A .
parasiticus. La evidencia presentada aqui, es
congruente con los resultados de Rambo et al.
(1974) y Marsh y Payne (1984a), quienes infor-
maron que mazorcas de maiz inoculadas in vi-
tro con A flavus en la region estilar, presenta-
ron escasos cariépsides invadidos por el hongo
en el momento de la cosecha, y su presencia en
dichos granos fue relacionada principalmente
con el dafio fisico. Los resultados de este estu-
dio discrepan de los de Marsh y Payne (1984b),
quienes informaron que el pedicelo del maiz en
mazorca, es un irea importante en la penetra-
cién de A. flavus.

La penetracién de micelio a través de heri-
das indica que la integridad del pericarpo tam-
bién es un factor fisico importante en la inva-
sién del caripside por A. parasiticus. A pesar
de que este estudio no incluyé un ensayo sobre
dafio fisico en el pericarpo, se observé que el
maiz en mazorca que mostré mayor esporula-
cién de A. parasiticus, presentaba heridas que
exponian los tejidos de reserva.

Las observaciones en la regién estilar indi-
can que, no constituye un 4rea importante para
la invasién del pericarpo distal del caridpside
por A. parasiticus. Marsh y Payne (1984b) in-
formaron resultados similares, en cariépsides
de maiz inoculados in vitro en el estilo o el pe-
ricarpo con A. flavus.

A pesar de que, el examen de micoflora
mostré la presencia de Fusarium spp en una al-
ta proporcién de los cariépsides, el examen del
testigo usado en el estudio de penetracion, indi-
¢6 que el crecimiento de éste se limit6 al pedi-
celo del grano durante las primeras 72 horas de
incubacién, y que fue menor en el maiz inocu-
lado con A. parasiticus. Ademaés,la formacién
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de conidi6foros en el parénquima esponjoso del
pedicelo del maiz desgranado, en un lapso de
48 horas, permite deducir que Fusarium spp no
interfirieron en el crecimiento de A. parasiti-
cus en ese tejido.

Los resultados de este trabajo indican que
los tejidos del pedicelo expuestos por la accién
mecénica del desgrane, son el drea principal de
penetracién de A. parasiticus al cariépside de
maiz. A. parasiticus se extiende desde el parén-
quima esponjoso del pedicelo hasta el pericarpo
proximal, en un lapso de 48 horas. Trabajos
tendientes a la localizacién de genotipos resis-
tentes, deberian estar orientados a la observa-
cién del comportamiento de Aspergillus en re-
lacién a esos tejidos.

Ademés de los tejidos del grano que con an-
terioridad han sido identificados como barreras
a la penetracién de microorganismos, las obser-
vaciones de este trabajo permiten agregar que
la capa hilar parece actuar como tal, a la inva-
sién del embrién y los tejidos de reserva del ca-
riépside de maiz por A. parasiticus.

De los resultados de este trabajo también se
desprende que, existen diferencias en cuanto a
las 4reas y frecuencia de penetracién de A. pa-
rasiticus, entre los tejidos del maiz desgranado
y en la mazorca. Debido a que la frecuencia de
penetracién es menor en maiz en mazorca, el
mantener la cosecha en esta condicién puede
resultar en una reduccién de la incidencia de
aflatoxinas.
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RESUMEN

Las éreas principales de penetracién de
Aspergillus parasiticus Speare, al cariGpside de
maiz (Zea mays L.) desgranado y en mazorca,
se observaron mediante microscopia electréni-

ca de rastreo. A. parasiticus colonizé el tejido
epidérmico de las bracteas, pedicelo, pericarpo
y del remanente del estilo. Ademas, el hongo
coloniz6 los tejidos del pedicelo expuestos por
la acciéon mecénica del desgrane, e invadi6 el
pericarpo proximal del cariépside en un lapso
de 48 horas. El avance de A. parasiticus se pro-
dujo principalmente, via espacios intercelulares
continuos entre el parénquima esponjoso del
pedicelo y el pericarpo proximal. En un lapso
de 72 horas el pericarpo proximal del maiz des-
granado siempre presentd hifas de A. parasiti-
cus; en contraste, en el pericarpo proximal del
maiz en mazorca se observaron tinicamente en
un caso.

Los resultados de este trabajo indican que el
tejido esponjoso del pedicelo expuesto por la
accion mecénica del desgrane, es el 4rea princi-
pal de penetracion de A. parasiticus al cariopsi-
de. Los resultados también mostraron una ma-
yor frecuencia de penetracién del hongo al maiz
desgranado que en mazorca.
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