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El maiz es el segundo cultivo de importancia en Argentina e insumo principal para
diversas cadenas agroalimentarias. Entre las especies fungicas toxicogénicas que
infectan los granos de maiz se encuentra Aspergillus de la seccién Flavi (principalmente
A. flavus). Esta infeccion puede generar pérdidas en el rendimiento, calidad e inocuidad
de los granos debido a la produccién de aflatoxinas (AFs). Los objetivos principales de
este trabajo fueron la preparacion de bioformulados a base de cepas de A. flavus no
aflatoxicogénicas como potenciales agentes de control biolégico y la evaluacion a nivel
de campo del efecto de dichos bioformulados para reducir los niveles de acumulacion
de AFs. Se realizaron dos ensayos a campo en la provincia de Cérdoba, uno en la
localidad de Espinillos y otro en Achiras. En dichos ensayos se aplicaron tres
bioformulados: dos formulados simples a base de las cepas de A. flavus no
toxicogénicas AFCHG2 y ARG5/30, y uno mixto a base de la combinacién de estas
mismas cepas. Se recolectaron muestras de suelo antes de la aplicaciébn de los
bioformulados y al momento de la cosecha, a partir de las cuales se evalué el recuento
fungico total, la abundancia de cepas de Aspergillus de la seccién Flavi, analizando su
capacidad toxicogénica y los grupos de compatibilidad vegetativa (GCVs). Ademas, al
momento de la cosecha se recolectaron muestras de granos de maiz, determinando la
incidencia de AFs en los mismos, y el porcentaje de infeccién con Aspergillus de la
seccion Flavi. Las cepas de A. flavus fueron caracterizadas del mismo modo que las
cepas provenientes de las muestras de suelo. Los resultados obtenidos del presente
trabajo demuestran que los tres bioformulados ensayados fueron capaces de competir
con las cepas de A. flavus toxicogénicas nativas en el suelo y lograron colonizar este
sustrato desplazando a las productoras de AFs. Las cepas de A. flavus evaluadas
interactuarian entre si y con cepas nativas en el ecosistema influyendo también sobre
la invasion de los granos de maiz. Tanto la evaluacion de la capacidad toxicogénica
como el monitoreo a través de los GCVs fue util para confirmar dicho desplazamiento.
Ademas, se observaron reducciones de un 100% en la contaminacion con aflatoxinas
en granos de maiz. Asi, considerando los resultados obtenidos y el analisis de los datos
aportados por estos estudios, se concluye que el bioformulado simple a base de la cepa
no aflatoxicogénica de A. flavus AFCHG2 fue el mas efectivo para desplazar a las cepas
toxicogénicas nativas de los campos, disminuyendo asi la acumulacion de AFs en los
granos de maiz, por lo que resulta de interés para ser empleado como agente de control

bioldgico.
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Introduccién

El maiz (Zea mays L.) es una especie perteneciente a la familia de las gramineas.
Este es un cultivo de aproximadamente 7000 a 10000 afios de antigiiedad y aunque
todavia hay discrepancias respecto a su origen, la evidencia mas antigua del maiz se
remonta a México, donde pequefias mazorcas de maiz fueron encontradas en cuevas
de habitantes primitivos (Paliwal y col., 2001). Los granjeros seleccionaban las plantas
de teocinte (ancestro del maiz) basandose en el fenotipo de las mismas, como por
ejemplo mazorcas mas grandes y de mejor aspecto. A través de una serie de
selecciones que consistieron de sélo unas pocas mutaciones se desarrollé el moderno
Zea mays (DuPont Pionner, 2015).

El cultivo de maiz es de facil desarrollo y de produccién anual. Las plantas poseen
porte robusto y pueden alcanzar una envergadura de hasta 4 m (Ortas, 2008). La
obtencion de granos cosechables al final de una campafia es el resultado de dos
procesos simultaneos e interdependientes: el crecimiento y el desarrollo. El primero de
ellos hace referencia al aumento en el nUmero y tamafio de las células que constituyen
los diversos o6rganos de la planta, que se incrementan mediante condiciones de
crecimiento favorables (humedad, nutrientes y temperatura); mientras que el desarrollo
es la sucesion progresiva de las etapas que conducen a establecer la morfologia propia
del organismo adulto, a medida que avanza el ciclo ontogénico (Andrade y col., 1996).

El cultivo de maiz requiere para su desarrollo una temperatura base cercana a
8°C, con una Optima entre 30 y 34°C, siendo entre 15 a 20°C la ideal para la
germinacion, y entre 20 a 32°C para la fructificacién. Por otra parte, la temperatura
maxima a la cual cesa el desarrollo del cultivo se encuentra entre 40 y 44°C (Andrade y
col., 1996). En cuanto a los requerimientos hidricos, el agua disponible es el principal
factor que limita el crecimiento y el rendimiento del cultivo en condiciones extensivas.
En promedio, el cultivo necesita 650 mm de agua desde la siembra hasta la cosecha
(INTA, 2015), y durante el crecimiento vegetativo es cuando mas cantidad de agua se
requiere (Ortas, 2008).

La escala fenoldgica mas utilizada para describir el ciclo del cultivo de maiz es la
de Ritchie y Hanway (1982). En ella se distinguen dos grandes etapas, la vegetativa y
la reproductiva. Las subdivisiones numéricas de la etapa vegetativa, identificada con la

letra V, corresponden al niumero de hojas totalmente expandidas: Ve: emergencia, Vi:
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primera hoja, V2: segunda hoja, Vn: enésima hoja, V1. panojamiento. La etapa
reproductiva comienza con la emergencia de los estigmas (R3) y finaliza con la madurez
fisiologica de los granos (Rs). Las subdivisiones de la etapa reproductiva corresponden
a distintos momentos del llenado del grano, Rz: cuaje, Rs: grano lechoso, R4: grano
pastoso, Rs: grano dentado (Andrade y col., 1996).

El maiz cumple un rol fundamental en la rotacion de cultivos. El INTA recomienda
rotaciones largas con maiz, sorgo o trigo, con una frecuencia de siembra de mani no
menor a cuatro afios. EI mani es uno de los cultivos responsables de intensificar la
erosion de suelos fragiles (INTA, 2014). Esta practica permite diversificar los riesgos
productivos, inhibiendo la proliferacion de patdégenos, insectos y malezas, y evitando
desequilibrios quimicos de importancia (Pedrol y col., 2003). Ademas, el maiz, el sorgo
o el trigo aportan volimenes abundantes de rastrojo que otorga sustentabilidad al
sistema (INTA, 2014). Este tiene una elevada relacion C:N que hace que se
descomponga v libere los nutrientes lentamente. Ademas, el sistema radical del maiz
aumenta la proporcibn de macroporos en el suelo, condicion favorable para el
crecimiento de las raices de los cultivos siguientes y para la formacion de las vainas de
mani (Pedrol y col., 2003).

La produccion de maiz tiene un papel importante en la agricultura mundial, tanto
a nivel econémico como agronomico. El 58% del maiz producido es utilizado para
alimentacién animal, el 27% se industrializa y el 15% es consumido directamente como
alimento humano y para otros usos. Este cereal representa el 33% del intercambio
comercial mundial de cereales (FADA, 2019).

El maiz es el segundo cultivo de importancia para Argentina, luego de la soja. Este
pais ocupa el cuarto lugar como productor de maiz, detras de Estados Unidos, China'y
Brasil, y es el tercer pais exportador a nivel mundial, siendo Estados Unidos y Brasil los
primeros (FADA, 2019).

Considerando los niveles altos de produccion, el maiz tiene importancia en el
desarrollo econdémico nacional, por ejemplo, generando diversidad de puestos de
trabajo, entre productores, transportistas, acopiadores, industrias agro-alimenticias,
industria de bioetanol y co-productos, y representa un insumo principal para diversas
cadenas de gran relevancia agroalimentaria. La produccion nacional de maiz en 2017
aument6 un 24,3% respecto a 2016 (FADA, 2019). El area sembrada de maiz en la

campafa 2017/18 fue de mas de 9 millones de hectareas (Secretaria de Agroindustria
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de la Nacion, 2019). Para la campafia 2018/2019 se observd un aumento del 3% de la
superficie implantada, proyectdndose como una cosecha récord (FADA, 2019).

En el mercado interno el maiz tiene diversos usos, entre ellos, la alimentacion
animal para la produccion de carnes (aviar, porcina y bovina), leche y la produccién de
biocombustibles como el bioetanol. El principal destino del maiz argentino es la
exportacion (52%), seguido por el consumo animal (27%) y el sector molinero (4%). Un
porcentaje bajo de la produccién se destina a la produccién de semillas. Durante el afio
2017, la produccién de bioetanol de maiz, uno de los destinos mas nuevos para el
agregado de valor del maiz con plantas en las provincias de Cérdoba, San Luis y Santa
Fe, consumié un 3% de la produccién nacional del grano (FADA, 2019).

En los ultimos 10 afos la provincia de Cérdoba se consolidé como una de las mas
importantes en la produccion de maiz. Actualmente produce el 33% del maiz del pais,
seguida por Buenos Aires (26%), Santa Fe (12%) y Santiago del Estero (9%) (Fig. 1).
Particularmente, desde la campafia 2013/14 en adelante, el Departamento Rio Cuarto

es el mayor productor de maiz a nivel provincial y nacional (FADA, 2019).

[ Principales Areas Productoras
B Areas Productoras Secundarias

Figura 1. Principales areas productoras de maiz en Argentina

(http:/lwww.intagro.com/mapas/arg_maiz.asp).

El maiz estda expuesto a varias enfermedades que pueden producir graves
pérdidas de rendimiento y calidad del grano, teniendo un impacto negativo en la
economia. Un ejemplo de estas enfermedades son las causadas por distintas especies
fungicas que pueden ser capaces de producir micotoxinas en el cultivo (Garrido y col.,

Bossa Marianela 3
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2012). Una problemética actual y en la que se basa este trabajo final de grado es la
contaminacién con aflatoxinas (AFs), micotoxinas producidas por especies de
Aspergillus seccién Flavi.

El género Aspergillus pertenece al Filo Ascomycota, y fue descripto por primera
vez por Micheli en 1729. Las especies de este género son capaces de ocupar diversos
nichos ecoldgicos, creciendo principalmente de forma saproéfita sobre vegetales en
descomposicién (Bennett, 2010). La mayoria de los miembros del género fueron
aislados de zonas de climas tropicales y subtropicales entre las latitudes 26°N y 35°S.
La temperatura 6ptima de desarrollo varia entre 25 — 40°C, con una temperatura minima
de 10°C (Klich, 2002 a).

Los miembros del género Aspergillus son de interés debido a su impacto positivo
como agentes de fermentacion (Klich, 2002 a) y por estar involucrados en procesos
industriales, como produccion de enzimas (principalmente amilasas) y acidos organicos.
Tienen la capacidad de degradar desechos vegetales como residuos de cosechas.
Muchas especies estan adaptadas para degradar polimeros complejos de las plantas,
pero también pueden degradar diversos sustratos como estiércol y tejidos humanos
(Bennett, 2010). Sin embargo, algunas especies de este género tienen un impacto
negativo debido a su capacidad toxicogénica, patogénica y degradadora de productos
agricolas (Klich, 2002 a); siendo el aspecto negativo fundamental la produccion de
micotoxinas, metabolitos secundarios que contaminan granos y productos derivados,
representando una amenaza para la salud humana y animal. Determinadas especies de
Aspergillus también pueden causar infecciones localizadas y sistémicas, denominadas
Aspergillosis, que se caracterizan por el crecimiento del hongo dentro del huésped,

especialmente en individuos inmunocomprometidos (Bennett, 2010).

Aspergillus es un género que incluye méas de 330 especies identificadas (Samson
y col., 2014). Estas se caracterizan por la presencia de conidiéforos, conocidos también
como “cabeza aspergilar’. Esta estructura es la que sostiene a las esporas asexuales,
y es el caracter taxondmico mas importante del género (Bennett, 2010). Durante la
diferenciacion micelial ciertas células se agrandan formando la pared celular y células
vegetativas denominadas células pie. Esta célula pie esta conectada a la base del

conidiéforo, y puede formar una “T” o una “L”. El pie se extiende desde la célula pie
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hasta expandirse en el apice dando lugar a la vesicula. En algunas especies, los
conidios surgen de estructuras denominadas fialides, unidas directamente a la vesicula,
formando cabezas aspergilares uniseriadas. En otras especies, hay una segunda capa
de células entre la vesicula y las fialides, llamadas métulas, que forman cabezas
aspergilares biseriadas (Pitt y Hocking, 1997; Klich, 2002 b). Estas estructuras se
muestran en la Fig. 2. El tamafio y la disposicion de las cabezas conidiales, asi como el
color de las esporas que llevan son caracteristicas importantes para la identificacion

mediante caracteres morfolégicos (Bennett, 2010).

. -
- E__'_"n -~ Conidios
1]
-1 Fialides
ady
o8 )
o Métulas
o
L]

Vesicula

—

Estipes

& Células Pie
A B

Figura 2. Morfologia del género Aspergillus. A: cabeza
aspergilar biseriada; célula pie en forma de “T”. B: cabeza

aspergilar uniseriada; célula pie en forma de “L” (Klich, 2007).

Los criterios para clasificar a las especies del género Aspergillus se basan en las
caracteristicas morfolégicas (macroscépicas y microscopicas) de las colonias
desarrolladas en los medios de cultivo propuestos en el sistema de identificacion de
Klich (2002 b). Esta descripcion morfoloégica es so6lo un aspecto de la compleja

clasificacion polifasica que actualmente se realiza de estas especies.
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1.2.1.1. Caracteristicas macroscopicas

Las principales caracteristicas macroscopicas que se tienen en cuenta para la
identificacion morfologica de especies de Aspergillus son (Klich y Pitt, 1988; Klich, 2002
b):

- Color de las colonias: determinado por el color de los conidios, caracteristica
importante para la clasificacion subgenérica (Fig. 3).

Figura 3. Colonias de Aspergillus flavus desarrolladas en Agar
Czapek Extracto de levadura (CYA) luego de 7 dias de
incubacion a 25°C.

- Didmetro de la colonia: influenciado por la composicion y la temperatura del
medio.

- Color del micelio: el micelio es el conjunto de células vegetativas que dan origen
a los conidiéforos. Usualmente es blanco, pero algunas especies producen micelio de
otros colores.

- Produccion de exudados: pequefias gotas de liquido que se forman en la
superficie del micelio.

- Color del reverso de la colonia: el color es a menudo dependiente del medio.

- Formacion de esclerocios: masas compactas de hifas, generalmente esféricas,
subesféricas o elipsoidales que no contienen esporas. Son estructuras de resistencia
que le permiten al hongo sobrevivir en condiciones desfavorables, y germinar en
condiciones favorables.

- Formacion de cleistotecios: se forman en las especies con estadio sexual
(teleomorfo), son cuerpos fructiferos que no tienen apertura natural y que contienen

ascos con ascosporas (esporas sexuales).
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1.2.1.2. Caracteristicas microscopicas

Las caracteristicas microscopicas del género Aspergillus que se tienen en cuenta
para la identificacion morfolégica se evaluan en Agar Extracto de malta (MEA) y son
(Klich y Pitt, 1988; Klich, 2002 b) (Fig. 4):

Figura 4. Fotografias de Aspergillus flavus. A: Colonias de A. flavus luego de una incubacion por
7 dias a 25°C en Agar Czapek Extracto de levadura (CYA). B: Conidioforo de A. flavus. C: conidios
de A. flavus observados en microscopio 6ptico (100x). D: Conidio de A. flavus observados en

microscopio electrénico de barrido (Klich, 2007).

- Seriacion: cantidad de capas celulares entre la pared de la vesicula y los
conidios.

- Vesicula: es el apice del conidi6éforo. Su forma puede variar de globosa,
hemisférica, eliptica a elongada (forma de clava).

- Conidios: son también llamados esporas asexuales, sirven fundamentalmente
para la dispersion. Los conidios en las especies de Aspergillus son unicelulares, de
paredes lisas u ornamentadas, hialinas o pigmentadas.

- Fidlides: son células conidiégenas especializadas que se desarrollan sobre el
area fértil de la vesicula.

- Estipe: la longitud, el color y la textura de la superficie son importantes.

- Células de Hulle: son células de pared gruesa, altamente refractivas asociadas

a los cleistotecios en algunas especies teleomorficas.
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- Paredes de los cleistotecios y las ascosporas: la textura de la pared, el color y la
forma de los cleistotecios y la ornamentacion de las ascosporas son las caracteristicas

mas importantes en la determinacion de las especies teleomorficas.

La clasificacion del género Aspergillus se basa tradicionalmente en caracteres
morfoldgicos. Raper y Fennell (1965) dividieron el género en 18 grupos. La clasificacién
en grupos no tiene un estatus dentro de las reglas formales de la nomenclatura, y
basado en esto, Gams y col. (1985) introdujeron nombres de subgéneros y secciones
en Aspergillus. La clasificacion basada en el fenotipo de subgéneros y secciones
corresponde en gran medida con las filogenias publicadas actualmente. Peterson (2008)
plantea 5 subgéneros y 16 secciones en Aspergillus. Houbraken y col. (2014) y Hubka
y col. (2015) proponen 4 subgéneros (Aspergillus, Circumdati, Fumigati y Nidulantes) y
20 secciones (Samson y col., 2014). Dentro de estas secciones, se ubica Aspergillus
seccion Flavi como la de mayor impacto econémico. Esta seccion contiene las
principales especies productoras de AFs: Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus. La
seccion Flavi también incluye otras dos especies de importancia econdmica, A. oryzae
y A. sojae, importantes en la fermentacion industrial, que a diferencia de A. flavus y A.
parasiticus, no producen AFs (Klich, 2007).

A. flavus es patdégeno oportunista de plantas, animales, insectos y humanos. En
cultivos, causa descomposicion en cualquier etapa de desarrollo. Ademas, puede
producir AFs como metabolito secundario en las semillas de varios cultivos (Klich, 2007).
Esta especie se aisla mas frecuentemente en zonas templadas a calidas, entre las
latitudes 26 — 35°, que en zonas templadas tropicales o mas frias (Klich, 2002 b),
incluyendo distintas zonas agricolas y pudiendo afectar a cultivos tales como maiz,
mani, algodoén, higos, nueces, pistachos, etc. (Ehrlich y col., 2015).

Las colonias de esta especie se caracterizan por poseer una coloracién amarillo-
verdosa de rapido crecimiento, generalmente de 65 a 70 mm de didmetro después de 7
dias de incubacion en oscuridad, en Agar Czapek Extracto de levadura (CYA). El estipe
mide aproximadamente 400 a 800 um de largo y es de pared rugosa. Las vesiculas son
globosas a elongadas y presentan un diametro de 20 a 45 um, y al menos el 20% de las
cabezas aspergilares son biseriadas. Los conidios son globosos a elipsoidales, en su
mayoria de 3 — 6 um, con paredes lisas o finamente rugosas. Ademas, algunas cepas
producen estructuras globulares negras de paredes firmes, llamadas esclerocios, que
como se menciono en la seccién 1.2.1.1, son estructuras de resistencia, que contienen

reservas alimenticias y le permiten al hongo permanecer viable durante periodos
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ambientales extremos (Klich, 2002 b). En base al tamafio y la cantidad de esclerocios
las cepas de A. flavus pueden presentar dos morfotipos diferentes, denominandose
cepas L y cepas S. Las cepas L producen pocos esclerocios con un didmetro promedio
mayor a 400 um y las cepas S producen numerosos esclerocios pero con un diametro
inferior a 400 pm (Cotty, 1989). Las cepas S producen generalmente mayores niveles
de AFs, mientras que las cepas L producen bajos niveles de AFs o0 son atoxicogénicas.
A partir de esto se sugirié que las cepas S, al producir concentraciones mas altas de
AFs, pueden ser una fuente importante de contaminacion con estas micotoxinas en maiz

y algodén (Orum y col., 1997; Jaime-Garcia y Cotty, 2006).

El ciclo de vida de A. flavus / A. parasiticus en los campos agricolas (Fig. 5) se
puede dividir en dos etapas: la colonizacion de residuos vegetales en el suelo, y la
invasion de semillas y granos en plantas en crecimiento activo (Horn, 2007). El suelo es
la principal fuente de inéculo de ambas especies fungicas (Horn, 2005 a). En aquellos
cultivos con fruto aéreo tales como el maiz, cuyo fruto esta fisicamente separado del
indculo primario, se requiere del efecto del viento y de artropodos como transportadores
de in6éculo secundario para la instalacion de la infeccion (Olanya y col., 1997; Jaime-
Garcia y Cotty, 2004; Horn, 2007). Ciertos factores como estrés hidrico, altas
temperaturas, lo cual desencadena una baja resistencia de la planta, y dafios
provocados por insectos ayudan a promover la infeccién (Abbas y col., 2004; Horn,
2007). Una vez que las condiciones son propicias, A. flavus / A. parasiticus puede
ingresar a la planta mediante distintas vias de acceso (Klich, 2007). Luego de la
cosecha, los conidios son liberados al suelo, colonizan el material vegetal alli depositado
y permanecen en estado de dormicién debido al efecto fungistatico del suelo. Los
esclerocios producidos por algunas cepas de A. flavus en el suelo son la fuente mas
eficiente de in6culo primario para iniciar un ciclo de infeccion en las plantas hospederas
(Battilani y col., 2013). Unicamente cuando se encuentran en presencia de una fuente
de nutrientes utilizables son capaces de germinar, dando asi inicio a un nuevo ciclo
(Horn, 2007; Accinelli y col., 2014).
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Figura 5. Ciclo de vida de Aspergillus flavus en
el ecosistema agricola (Horn, 2007).

Respecto al indculo secundario, los adultos de las principales plagas de insectos
del maiz transportan el indculo primario del suelo al follaje de la planta, y son capaces
de poner huevos en los granos. Las larvas se alimentan de granos que eventualmente
pueden estar colonizados por A. flavus, y luego caen al suelo o permanecen en partes
de plantas en descomposicién (Horn, 2007). En cuanto al viento, el maiz se vuelve
susceptible a la infeccién en la etapa de floracion, cuando las particulas de polvo
arrastradas por el viento transportan las esporas de A. flavus desde el suelo hasta las
estigmas del maiz, que emergen de las mazorcas durante la etapa reproductiva R1
(Battilani y col., 2013). Las esporas germinan en un estigma, la penetran y el micelio
crece hasta llegar al grano con el que esta asociado ese estigma, y de esta forma se
establece la infeccion. La propagacion lateral del hongo a los granos adyacentes puede
ocurrir mas tarde (Abbas y col., 2017). La colonizacién en los estigmas y en la superficie
del grano puede continuar y aumentar a lo largo de la temporada dependiendo de varios

factores ecoldgicos y climéticos (Battilani y col., 2013).
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El género Aspergillus, al igual que los demas hongos filamentosos, presenta dos
tipos de sistemas de reconocimiento que median el flujo génico en las poblaciones: un
sistema de compatibilidad sexual y otro de incompatibilidad vegetativa. Se piensa que
la incompatibilidad vegetativa puede haber evolucionado como una manera de limitar la
transmisién de virus deletéreos y plasmidos (Grubisha y Cotty, 2010).

En las especies de Aspergillus la formacion de un heterocarion estable seguida
de la anastomosis de hifas est4 controlado por una serie de loci het pertenecientes al
mismo grupo de compatibilidad vegetativa (GCV) (Bayman y Cotty, 1991 b). Sin
embargo, la fusién de hifas entre cepas de diferentes GCVs generalmente resulta en
una muerte celular programada (Grubisha y Cotty, 2010). En otras palabras, dos
individuos que tienen los mismos alelos en todos los loci het corresponden a un mismo
GCV, y a su vez se consideran pertenecientes a un mismo linaje clonal (Mehl y Cotty,
2010).

Los GCVs se identifican tipicamente mediante la complementacion de mutantes
auxotrofos incapaces de utilizar nitrato (mutantes nit) (Papa, 1986). La complementacion
se evidencia por una zona de crecimiento denso de tipo salvaje y una esporulacion
intensa en la interseccién de las dos colonias debido a la anastomosis hifal y la
complementacion nutricional en el heterocarion. Los heterocariones pueden formarse
sélo entre mutantes nit de cepas compatibles vegetativamente. Estas mutantes nit son
generadas utilizando un medio que contiene clorato, que actla como analogo del nitrato
y es convertido por la enzima nitrato reductasa en clorito, el cual resulta toxico (Cove,
1976). En las mutantes resistentes al clorato se reconocen sectores de rapido
crecimiento, que ponen de manifiesto una deficiencia en la enzima nitrato reductasa
(Horn y col., 1995).

La via de utilizacion de nitrégeno en Aspergillus es similar a la de otros
Ascomycota. El nitrato es reducido a nitrito por la enzima nitrato reductasa. Este nitrito
se reduce a amonio por la nitrito reductasa y posteriormente el amonio es utilizado por

la célula a través de diferentes vias (Fig. 6).
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Figura 6. Via de utilizacion del nitrdgeno en Aspergillus.

La nitrato reductasa es un octdmero codificado por el gen niaD. Aquellas cepas
con mutaciones en niaD no pueden usar el nitrato como fuente de nitrégeno, pero esto
no afecta su capacidad de utilizar otros compuestos nitrogenados. Junto a la proteina
NIAD, un cofactor que contiene molibdeno es parte activa de la enzima nitrato reductasa.
Existen cinco loci que codifican partes del cofactor molibdeno (cnxABC, cnhxE, cnxF,
cnxG y cnxH), pero conjuntamente los cinco loci son llamados cnx, por las siglas de
Cofactor Nitrate reductase and Xanthine dehydrogenase (Schwarz y Mendel, 2006).
Este cofactor también funciona como parte de la enzima purina deshidrogenasa. Asi, ni
la nitrato reductasa ni la purina deshidrogenasa puede funcionar si alguna de las partes
del cofactor molibdeno ha sido alterada. Por lo tanto, las mutantes cnx no pueden utilizar
nitrato ni hipoxantina como fuente de nitrégeno, pero si pueden utilizar otros compuestos
nitrogenados para su desarrollo.

Existen dos loci regulatorios que influyen en la utilizacion de nitrato en Aspergillus.
El primero es un regulador global de nitrdgeno llamado areA, cuyas mutantes
usualmente no son recuperadas de los sectores resistentes a clorato, y una segunda
proteina regulatoria, codificada por el locus nirA, que afecta sélo a la via de utilizacién
del nitrato. Las mutantes nirA tienen afectadas tanto la nitrato como la nitrito reductasa
y por lo tanto no pueden usar nitrato ni nitrito como fuente de nitrégeno (Leslie, 2004).

Los datos de secuencia confirman que las cepas pertenecientes a un mismo GCV
estan estrechamente relacionadas y son distintas de otro GCV. Las caracteristicas
fenotipicas tales como el tamafio de los esclerocios y la capacidad de producir AFs,
generalmente se conservan dentro de un mismo GCV. Por ejemplo, la produccién de
AFs es mas similar dentro de un mismo GCV que entre GCVs distintos, y algunos GCVs

estan compuestos so6lo de miembros atoxicogénicos (Mehl y Cotty, 2010).
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El nimero de GCVs en un campo puede variar segun el tipo de suelo, el climay
el tipo de cultivo, e incluso puede variar de un afio a otro. Los analisis de GCVs han
demostrado que las cepas de A. flavus genéticamente distintas interactian con
frecuencia durante la dispersion, el crecimiento y la infeccién de los cultivos (Moore y
col., 2011). Aunque aparentemente A. flavus no tiene especificidad de hospedador, las
distribuciones de diferentes linajes de A. flavus sugieren que pueden adaptarse a nichos
especializados y exhibir ventajas competitivas en suelos, hospedadores, regiones y
estaciones especificas (Mehl y Cotty, 2009).

El estudio de los GCVs puede ser utilizado para estimar la diversidad genética,
limitar el potencial de heterocariosis y el flujo de genes asexuales (Bayman y Cotty, 1991
b), como asi también para monitorear la incidencia de cepas potencialmente
biocontroladoras en ensayos a campo para el desarrollo de agentes de control biol6gico
(Cotty, 1994; Donner y col., 2010; Alaniz Zanon y col, 2013).

En términos ideales, las cepas que se utilicen de manera segura en hiocontrol
deberian pertenecer a GCVs que no incluyan cepas toxicogénicas, de manera tal de
garantizar que cepas toxicogénicas y no toxicogénicas no intercambien material

genético y puedan dar lugar a una progenie capaz de producir AFs (Ehrlich y col., 2007).

En la década de 1960, la “enfermedad X de los pavos” causé la muerte de
aproximadamente cien mil pavos en Inglaterra. Esta fue causada por harinas de mani
originarias de Brasil y Africa contaminadas con A. flavus y AFs (Blout, 1961; Forgacs,
1962). A raiz de este acontecimiento, las micotoxinas (toxinas producidas por hongos
filamentosos), fueron ganando importancia.

La ingestion, inhalacién o absorcién cutanea de micotoxinas reduce la actividad
metabdlica, generando enfermedad y/o hasta la muerte de animales y humanos (Pitt,
1996; FAO, 2003). Son compuestos bioldgicamente activos que se generan como
resultado de la interaccion entre el huésped, el ambiente y el hongo toxicogénico. La
exposicion a micotoxinas puede producir toxicidad tanto aguda como cronica,
generando efectos nocivos en el sistema nervioso central, cardiovascular, respiratorio y
digestivo. Ademas, son agentes cancerigenos, mutagénicos, teratogénicos e
inmunodepresores 0 supresores.

Las micotoxinas no tienen funcién aparente en el metabolismo normal de los

hongos. Se producen principalmente, aunque no exclusivamente, cuando el hongo
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alcanza la madurez. Las micotoxinas suelen detectarse en los derivados alimentarios
para humanos y animales, pudiendo producirse en el campo antes y después de la
cosecha, durante el procesamiento, almacenamiento y transporte, lo que afecta
negativamente a la calidad de los alimentos y piensos (Sforza y col., 2006).

Estas toxinas pueden ingresar a las cadenas alimenticias humanas y animales a
través de la contaminacion directa o indirecta. La contaminacion directa, ocurre cuando
el producto o alimento es infectado por un hongo toxicogénico, con la posterior
formacion de micotoxinas. La contaminacion indirecta de los alimentos y piensos se
produce cuando algun ingrediente ha sido contaminado previamente por una especie
fungica toxicogénica, y aungue el hongo haya sido eliminado durante el procesamiento,
las micotoxinas pueden permanecer en el producto final. Los hongos toxicogénicos
pueden crecer y desarrollarse en los alimentos durante su produccién, procesamiento,
transporte y almacenamiento (Bezerra da Rocha y col., 2014).

Las micotoxinas de importancia mundial, con efectos considerables sobre la salud
humana y animal, y que generan pérdidas directas e indirectas en agricultura son: AFs,
deoxinivalenol, nivalenol, zearalenona, fumonisinas, ocratoxinas, patulina, citrinina,
moniliformina, altenueno, alternariol, alternariol monometil éter, acido tenuazonico y
altertoxinas, entre otras, sintetizadas principalmente por especies de los géneros
Aspergillus, Fusarium, Penicillium, Alternaria. (CAST, 2003; FAO, 2003; Moreno y col.,
2012). La FAO estima que el 25% de los cultivos alimentarios mundiales, incluidos
muchos alimentos basicos, se ven afectados por hongos productores de micotoxinas
(CAST, 2003).

Quimicamente, las AFs derivan de la difuranocumarina y son producidas por la via
de los policétidos. Existen cuatro AFs principales: aflatoxina Bi, aflatoxina Bz, aflatoxina
G1 y aflatoxina Gz (AFB1, AFB2, AFG1 y AFGg, respectivamente) (Fig. 7). Las letras B
(Blue) y G (Green) se refieren a la fluorescencia azul o verde que presentan bajo la luz
ultravioleta (366 nm), respectivamente, y los nimeros indican la distancia relativa de
migracion en una placa de cromatografia en capa fina. Ademas de estas cuatro AFs, se
han descripto otras 12 AFs mas, especialmente como productos de biotransformacion
de los metabolitos principales en mamiferos. Por ejemplo, las vacas metabolizan la AFB:1
del alimento en un derivado monohidroxilado llamado aflatoxina M1 (AFM1) que luego se
secreta en la leche, como producto de la detoxificacion (Bennett y col., 2007; Klich,
2007).
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Figura 7. Estructura quimica de las cuatro aflatoxinas
principales (Bennett y col., 2007).

Las cepas toxicogénicas de A. flavus solamente tienen la capacidad de producir
AFB: y/o AFB2, mientras que A. parasiticus puede producir las cuatro AFs principales
(CAST, 2003). La pérdida de la capacidad de produccion de AFs del grupo G por A.
flavus implica una delecion en la region norB — cypA, genes que se encuentran en el
cluster de biosintesis de AFs. El gen cypA codifica para la citocromo P450
monooxigenasa, necesaria para la formacion de AFG (Ehrlich y col., 2004).

La AFB: estéa clasificada por la Agencia Internacional de Investigaciones sobre
Céancer (IARC) como una toxina del grupo 1A debido a su carcinogenicidad demostrada
en humanos (IARC, 1993).

Durante varias décadas, se creia que A. flavus y A. parasiticus eran las Unicas
especies capaces de producir AFs. En 1987 fue reportado por Kurtzman y col. que cepas
de la especie A. nomius también son aflatoxicogénicas. Posteriormente, se han
descripto otras especies productoras de AFs: A. bombycis (Peterson y col., 2001), A.
ochraceoroseus (Klich y col., 2000, 2003), A. pseudotamarii (Ito y col., 2001), A. tamarii
(Goto y col., 1996) y Emericella astellata (Frisvad y col., 2004). En comparcién con A.
flavus y A. parasiticus, estas especies son menos abundantes en la naturaleza y rara
vez se encuentran en ecosistemas agricolas. En la naturaleza, los niveles de biosintesis
de AFs varian de acuerdo a la cepa y a las condiciones climaticas en las que se
desarrollan. Las condiciones de alta temperatura y baja humedad desencadenan en la
planta un estrés por sequia, generando dafios y favoreciendo la contaminacion con AFs
en el campo (Scheidegger y Payne, 2003; Abbas y col.,, 2004), ya que bajo estas
condiciones A. flavus se convierte en el patbgeno dominante en el maiz (Payne y col.,
1998; Piva y col., 2006; Battilani y col., 2008; Zorzete y col., 2008; Giorni y col., 2009).
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La temperaturaideal para la sintesis de AFB: es de 20 — 35°C, dependiendo del sustrato,
siendo 28°C la temperatura Optima para la produccion de AFs (Sanchis y Magan, 2004).
La actividad acuosa (aw) minima para que A. flavus se desarrolle en maiz es de 0,73, a
una temperatura de 26 — 32°C. Los limites de produccion de AFs son similares dentro
de este rango de temperatura, con aw de 0,85 a 0,89 (Battilani y Logrieco, 2014).

El maiz, el maniy el algodon, se encuentran entre los cultivos mas frecuentemente
contaminados con AFs. Los cultivos a menudo se contaminan con AFs en el campo
antes de la cosecha, y especialmente durante los afios de sequia y altas temperaturas,
cuando las plantas se debilitan y se vuelven mas susceptibles al dafio por insectos
(Atehnkeng y col., 2014). Una vez cosechados, los granos almacenados también tienen
un alto riesgo de ser contaminados con AFs. En el almacenamiento, las variables mas
importantes que favorecen el crecimiento flngico son el contenido de humedad del
sustrato, la humedad relativa del entorno y la temperatura (Detroy y col., 1971; Wilson y
col., 1994; Bennett y col., 2007). Después de la cosecha, los granos de maiz se secan
hasta un contenido de humedad inferior al 14%, para luego almacenarlos en condiciones
gue mantienen continuamente un nivel de humedad suficientemente bajo para evitar el
crecimiento fangico y la produccion de AFs (Abbas y col., 2017).

Las agencias reguladoras gubernamentales asumen que el contenido de AFs en
el maiz puede analizarse después de la cosecha y que los niveles no aumentaran
durante el almacenamiento. En los paises desarrollados, este supuesto es valido, pero
en los paises sub-desarrollados, donde el maiz no destinado a la exportacion a menudo
se almacena en condiciones que estan lejos de ser las ideales puede ocurrir una
produccion sustancial de AFs después de la cosecha (Abbas y col., 2017). De este
modo, el desarrollo de estrategias tendientes a controlar y minimizar la contaminacion
de los granos con especies aflatoxicogénicas adquiere suma importancia tanto a campo

como durante el almacenamiento.

La toxicidad de una micotoxina se manifestara por sus efectos sobre la salud y la
productividad de los cultivos, las personas y los animales, y estos efectos influiran en el
valor econdmico de las actividades humanas y los productos agricolas y pecuarios
(FAO, 2003).

Las AFs son un grupo de compuestos estrechamente relacionados con pequefias
diferencias en la composicion quimica. En los animales la AFB1 se metaboliza a través

de una serie de vias que compiten entre si. Estas vias se resumen en la Fig. 8.
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Figura 8. Vias metabdlicas y toxicidad de las aflatoxinas en

animales (Williams y col., 2004).

La enzima citocromo P450 convierte a las AFs en la forma reactiva, es decir en
epoxido. Este compuesto puede unirse al ADN y a las proteinas (Williams y col., 2004).
En el ADN, el epdxido de aflatoxina reactiva se une a las guaninas pudiendo causar
transversiones de GC a TA. Un sistema de glutation-S-transferasa cataliza la
conjugacion de AFs activadas con glutation reducido, y permite que sean excretadas
(Raj y col., 1986).

La enfermedad causada por la exposicion a AFs se denomina aflatoxicosis,
pudiendo ser aguda o crénica. La aflatoxicosis aguda tiene un inicio rapido y sintomas
claramente definidos, que terminan en la muerte del individuo. La toxicidad crénica es
mas dificil de diagnosticar y se caracteriza por la exposicion a dosis bajas de AFs
durante un largo periodo de tiempo. La aflatoxicosis crdnica puede producir cancer
principalmente de higado, supresion del sistema inmunoldgico, teratogenicidad y otros
sintomas (Bennett y Klich, 2003).

Estas moléculas afectan a la agroindustria de muchos paises, influyendo en o
incluso impidiendo la exportacién, reduciendo la produccién ganadera y agricola y, en
algunos casos, afectando la salud humana (Leung y col., 2006; Lagogianni y
Tsitsigiannis, 2019). Es por eso que estan rigurosamente reguladas. La FDA (U.S. Food
and Drug Administration), considera a las AFs contaminantes inevitables de los
alimentos, por lo que su objetivo ha sido minimizar esta contaminacion, implementando
regulaciones que atiendan el problema en cuestién (Williams y col., 2004). Debido a la
gran preocupacion por las consecuencias de la exposicion a AFs, las agencias
regulatorias gubernamentales han establecido limites de tolerancia muy bajos para
estas micotoxinas. Los organismos como el USDA (U.S. Department of Agriculture) y la
EC (European Commission), han sugerido regulaciones que establecen limites maximos
para la comercializacion. La EC establece los siguientes limites: 5 pg/kg para AFB1y 10

pg/kg para AFs totales (suma de Bi, Bz, G1 y G2) en “maiz para ser sometido a
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clasificacion u otro tratamiento fisico antes del consumo humano o uso como ingrediente
en alimento” (EC, 2010). La FDA ha definido niveles méaximos de 20 pg/kg para AFs en
alimentos para consumo humano directo y alimentos para ganado lechero y animales
inmaduros, excepto en la leche. En leche, el limite maximo de AFM: permitido por la
FDA es de 0,5 pg/kg; en alimentos para la cria de ganado vacuno, cerdos reproductores
o aves de corral maduras, el nivel maximo de AFs es de 100 pg/kg; en alimentos para
porcinos, 200 pg/kg; en alimentos para animales de produccion, como asi también en
grano destinado a fermentacién para producir etanol, 300 ug/kg (Abbas y col., 2017). En
Estados Unidos para alimentos y piensos derivados del maiz, se establece un limite de
20 ng/g de AFs totales, mientras que la Unidn Europea es mas estricta, estableciendo
un limite maximo de 1 ng/g para AFB1 y de 4 ng/g para AFs totales (Van Egmond y
Jonker, 2004; Abbas y col., 2006). La Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria de Brasil
(ANVISA), establece los siguientes limites: en leche liquida el maximo de AFM:
permitido es 0,5 pg/kg, en leche en polvo el méximo de AFM: permitido es de 5 pg/kg y
en quesos el maximo permitido de esta misma AF es de 2,5 pug/kg. ANVISA establece
como limite maximo permitido en maiz, maiz en grano (entero, partido, amasado,
molido), harinas o sémolas de maiz, 20 ug/kg de AFs totales (ANVISA, 2011). Por su
parte, el Mercado Comun del Sur (MERCOSUR) establece los siguientes limites
méaximos admisibles de AFs: 0,5 pg/L de AFMz en leche liquida; 5 pg/kg de AFM: en
leche en polvo; 20 pg/kg de AFs totales en maiz en grano (entero, partido, aplastado,
mondado) y en harinas o sémolas de maiz (MERCOSUR, 2002).

La demanda de alimentos esta orientada cada vez con mayor énfasis a productos
con mayor valor nutritivo y desarrollados bajo un determinado sistema de aseguramiento
de la calidad. Esto significa proveer al mercado internacional productos con garantia de
calidad superior y en cantidad suficiente, de manera de satisfacer permanentemente la
demanda de los consumidores, adn por sobre sus propias expectativas (Alaniz Zanon,
2016).

La ocurrencia natural de micotoxinas en Argentina ha sido investigada en granos
de maiz (Chulze y col., 1989; Sydenham y col., 1993; Resnik y col., 1996; Gonzélez y
col., 1999; Pacin y col., 2001, 2009; Broggi y col., 2007), en fracciones de molienda seca
(Broggi y col., 2002) y en otros productos derivados del maiz (Solovey y col., 1999). En
un estudio llevado a cabo en Argentina durante 10 afios, desde 1999 a 2010, se detecto
la presencia de AFs, zearalenona, deoxinivalenol y fumonisinas, en granos de maiz,

tanto frescos como almacenados. Este analisis mostré una importante contaminacion
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con fumonisinas, con los mayores valores en el afilo 2003 durante el almacenamiento.
Se debe tener en cuenta que éstas pueden tener interacciones toxicolégicas con las
AFs, por lo que la presencia de las fumonisinas debe tenerse en cuenta (Garrido y col.,
2012).

El calentamiento del planeta Tierra durante los ultimos 100 afios ha aumentado
las temperaturas maximas diarias en zonas tanto urbanas como rurales. Con este
incremento, también existe un aumento en los niveles de CO: en la atmésfera, los cuales
se espera que se dupliquen o tripliquen (de 350 — 400 a 800 — 1200 ppb) en los préoximos
25— 50 afios, y por lo tanto las diferentes regiones se veran afectadas por los aumentos
de temperatura en 2 — 5°C, junto con el aumento de CO: y los episodios de sequia
(Magan y col., 2011; Gregory y col., 2009; Bebber y col., 2013, 2014; Bebber y Guirr,
2015).

La capacidad de los hongos para crecer, sobrevivir e interactuar con una amplia
variedad de especies vegetales y producir micotoxinas esta enormemente influenciada
por estos factores medioambientales intimamente relacionados a los cambios
climéticos, como temperatura, humedad relativa, la presencia y tipo de insectos, entre
otros. En este sentido, la seguridad alimentaria se ha convertido en un tema de gran
importancia a nivel mundial y los potenciales efectos del cambio climatico sobre el
rendimiento y la calidad de los alimentos, especialmente en lo que respecta a las
micotoxinas, ha recibido una importante atencién en los ultimos afios, particularmente
desde una perspectiva asociada a analisis de riesgos (Magan y col., 2011).

Debido a esta situacion de temperaturas promedio elevadas, se esperaria un
cambio en las areas que tradicionalmente sufren contaminacién con micotoxinas, como
asi también podrian surgir nuevas zonas de riesgo o bien podria suceder que ciertas
zonas afectadas por una micotoxina particular comiencen a sufrir contaminacién con
otra micotoxina (Perrone y col., 2014).

Como se menciond anteriormente, los eventos de contaminacién con AFs son mas
frecuentes en épocas de calor y sequia, condiciones que pueden generar estrés en la
planta hospedera, lo que debilita los mecanismos de defensa de la planta, y facilita la
infeccion por A. flavus (Ehrlich y col., 2015). Ademds, el aumento del estrés hidrico se
correlaciona con el aumento de la produccién de AFs. El estrés en el hongo también
podria conducir a un aumento de los niveles de reproduccién sexual, asi como a la

induccién de activadores transcripcionales del desarrollo y el metabolismo secundario,
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entre cuyos resultados se encuentra, por ejemplo, la biosintesis de AFs (Reverberi y
col., 2013).

El control de la contaminacién de AFs se puede lograr ya sea controlando el
desarrollo del hongo productor de la micotoxina o controlando la produccion de AFs. La
presencia de micotoxinas en los productos agricolas es inevitable aunque el nivel de
estos contaminantes se puede disminuir con buenas practicas agronémicas (Bruns y
Abbas, 2006). Se han propuesto varias estrategias de manejo de AFs en diferentes
etapas del proceso de producciéon: a campo (pre-cosecha), durante el almacenamiento
y durante el procesamiento (post-cosecha). Un gran nimero de factores influye en el
crecimiento y la distribucion de los hongos y la produccién de AFs. El conocimiento,
manejo y aprovechamiento de estos factores esta impulsando el desarrollo de nuevas
estrategias de control a nivel de campo (Klich, 2007).

Las AFs constituyen un problema en las plantas bajo situacion de estrés, y dicha
situacion se puede minimizar al disminuir el estrés de la planta. Muchas de las practicas
que los productores agropecuarios utilizan para obtener maxima calidad y rendimiento
de los cultivos, también reducen la susceptibilidad a la infeccion por A. flavus y la
produccion de AFs. Algunas alternativas empleadas con resultados alentadores son:
realizar una fertilizacién adecuada (especialmente con nitrégeno), limitar el dafio por
insectos utilizando insecticidas o variedades de semillas modificadas genéticamente
resistentes al ataque de ciertos insectos, la siembra de semillas adaptadas
regionalmente, libres de plagas y enfermedades, para asegurar plantas sanas y
vigorosas capaces de resistir el ataque durante la etapa de crecimiento, uso de semillas
resistentes a la sequia y la seleccién de variedades de cultivos capaces de resistir el
atague de hongos, controlar malezas, irrigar cuando sea necesario y cosechar tan
pronto como el cultivo esté maduro. Cabe mencionar que a la fecha no existen cultivares
comerciales de maiz que sean totalmente resistentes a la contaminacion con AFs. Otro
aspecto a tener en cuenta es la fecha de siembra, si esta es tal que la floracion coincida
con la liberacién de esporas, es probable que se produzcan ataques fungicos mas
frecuentes y severos. En la medida que sea posible, la siembra del cultivo debe
programarse para evitar temperaturas altas y estrés por sequia durante el periodo de
desarrollo y maduracién de las semillas. El arado y la rotacion de los cultivos también
limitan la contaminacién con hongos. Ademas, se han desarrollado modelos predictivos
basados en el uso de software que ayudan a los agricultores a predecir el riesgo de

micotoxinas durante el afio en funcion de los parametros climaticos (Jard y col., 2011).
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Durante la etapa post-cosecha también se han implementado distintas estrategias
de control de AFs, como destruccion del cultivo si éste esté altamente contaminado con
AFs, alimentacion con este cultivo a especies animales menos sensibles a AF, mezcla
de semillas de cultivos no contaminados con semillas de cultivos contaminados para
reducir los niveles de AFs hasta los niveles permitidos. Ademas, dependiendo del
sustrato, las micotoxinas se pueden extraer quimicamente con solventes, reducir los
niveles de las toxinas con tratamiento térmico, como la nixtamalizacion, o con radiacion.
Actualmente se utilizan tres métodos comerciales: adsorbentes inespecificos, como las
arcillas, que ademas de eliminar las AFs de los alimentos, pueden unirse a nutrientes y
eliminarlos; la amoniacion, que implica tratar la semilla con amoniaco gaseoso o
hidroxido de amonio, convirtiendo a la AFB1 en productos menos téxicos y eliminando
mas del 90% de la toxina (Klich, 2007). Sin embargo, el hecho de que algunos de estos
productos sean ligeramente téxicos ha impedido la aprobacién de este método por parte
de la FDA (Park y col., 1988; CAST, 2003). El tercer método es la clasificacion de los
granos, semillas y demas sustratos por medio de dispositivos electrénicos (Dorner,
2008), pero estos procedimientos son caros y muy poco eficaces. Actualmente, las
regulaciones no permiten la descontaminacion de alimentos que excedan los limites
maximos de contaminacion (Jard y col., 2011).

Durante el almacenamiento es importante manejar varios factores, como
mantener una humedad de 14 — 15% (Kabak y col., 2006), bajas temperaturas (Burges
y Burrel, 1964), una concentracion baja de Oz (51%) y un aumento de la concentracién
de CO2, para asi prevenir el desarrollo de hongos productores provenientes de
contaminaciones previos (Driehuis y Oude-Elferink, 2000). Debe evitarse la mezcla de
granos y un almacenamiento prolongado.

Una estrategia de control de la contaminacién con micotoxinas en momentos
previos a la cosecha es el biocontrol, ejercido a través de diferentes mecanismos, por

ejemplo la exclusion competitiva.

Los hongos fitopatdgenos representan una gran amenaza para la estabilidad del
ecosistema y la produccion de alimentos, lo que pone de manifiesto la necesidad de
desarrollar métodos para controlar las graves pérdidas causadas por los mismos. Para
controlar estos patégenos se utilizan mayormente diversos plaguicidas quimicos. Estos,
estan asociados a peligros para el medio ambiente y la salud, y también representan un
riesgo de desarrollo de resistencia en los fitopatdbgenos. Por este motivo existe la

necesidad de desarrollar métodos alternativos, econdémicos, innovadores y amigables
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con el ambiente, mediante los cuales se pueda lograr un manejo sostenible de las
enfermedades de las plantas. Para controlar y/o prevenir estas enfermedades, y ademas
propocionar seguridad alimentaria, preservando la naturaleza y previniendo los riesgos
de salud asociados al uso continuo de plaguicidas, se propone el empleo de
microorganismos antagonistas naturales (hongos filamentosos, bacterias, levaduras y
virus) conocidos como agentes de control biolégico (ACB). Segun el Consejo Nacional
de Investigacion de los Estados Unidos, los ACB pueden involucrar el uso de
organismos modificados de forma natural o genética y/o el uso de sus genes o productos
genéticos para disminuir los efectos dafinos de los patdgenos. Hay dos principios
fundamentales del control biolégico. Por un lado, el uso de ACB se basa en el fendbmeno
del “control natural” para suprimir la poblacion de los patégenos destructivos de las
plantas. El segundo principio hace referencia a que el control biolégico no provoca la
eliminacion de plagas, sino que resulta en la reducciéon de las especies de plagas, de
modo que tanto la plaga como el enemigo natural se mantienen en densidades mas
bajas en el agroecosistema (Babbal y col., 2017).

El mecanismo de accion de los ACB puede clasificarse como: antagonismo directo
y antagonismo indirecto. El antagonismo directo es la consecuencia de una interaccion
fisica directa y/o de un alto grado de selectividad para el patégeno por parte de los
microorganismos activos de biocontrol. Ejemplos de este mecanismo son:
hiperparasitismo, antibiosis, produccion de enzimas y de compuestos organicos
volatiles. El antagonismo indirecto no implica ninguna interaccion fisica directa entre el
patdgeno y el ACB. Este incluye la induccion de resistencia sistémica en la planta, la
tolerancia al estrés abiotico, la exclusion competitiva del patdgeno por nutrientes, por la
ocupacién del nicho ecolégico, por micronutrientes esenciales como el hierro y el
manganeso y por sustancias de crecimiento especificas o estimulantes para la
germinacion y la promocion del crecimiento de la planta (Adivitiya y col., 2017).

Las caracteristicas ideales de un buen ACB son las siguientes: estabilidad
genética, efectividad a bajas concentraciones, poca exigencia en cuanto a
requerimientos nutricionales, a factores ambientales y a condiciones de
almacenamiento, gran capacidad de crecimiento, efectividad para un gran nimero de
patdgenos y/o diversos cultivos, capacidad de reproducirse en medios de crecimiento
economicos, facilidad de aplicacion, ausencia de capacidad productora de metabolitos
secundarios toxicos para personas y animales, resistencia a plaguicidas, compatibilidad
con otros tratamientos quimicos o fisicos, formulacion estable en el tiempo e inocuidad
para seres humanos, animales, insectos, vegetales y para el medio ambiente (Babbal y
col., 2017).
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Muchos ACB, ademas de prevenir las enfermedades vegetales, también
promueven el crecimiento de las mismas, mejoran la tolerancia al estrés, ayudan en la
adquisicion de nutrientes e inducen resistencia a enfermedades en las plantas. De los
ACB desarrollados hasta el momento, sélo el 10% son especies fangicas (Adivitiya y
col., 2017). El uso de ACB para el control de hongos micotoxicogénicos se ha centrado
en: (a) la eficacia en términos de control de la germinacion / crecimiento / colonizacion
por hongos micotoxicogénicos en productos alimenticios crudos o procesados y (b)
reduccién en la produccién de la micotoxina asociada a menudo dirigiéndose a los genes
biosintéticos involucrados en la biosintesis de toxinas (Medina y col., 2017).

Los inoculantes biolégicos son aquellos productos formulados con
microorganismos viables, benéficos, seleccionados para favorecer la nutricion y/o
promover el desarrollo de las plantas, siempre respetando al medio ambiente. Como por
ejemplo aquéllos empleados para favorecer la fijaciéon de nitrégeno, la absorcion de
compuestos fosforados y promover el crecimiento vegetal mediante el uso de PGPR
(Plant Growth-Promoting Rhizobacteria) (Brockwell y Bottomley, 1995; Bashan y
Gonzalez 1999). Otra clase de inoculantes son aquéllos cuyo objetivo es ejercer control
biol6gico sobre algln organismo patdgeno o productor de metabolitos toxicos (Babbal y
col., 2017).

El control biolégico de la contaminacién con micotoxinas en cultivos ha sido
exitoso al aplicar una cepa no toxicogénica de una cepa fangica a un conveniente nicho
ecolégico normalmente ocupado por hongos toxigénicos. Las cepas fungicas
biocontroladoras no deben producir toxinas y deben ser capaces de suprimir la
multiplicacién de cepas productoras (Abbas y col., 2017). La premisa de esta estrategia
es que las cepas fangicas no toxicogénicas pueden ocupar el nicho por el cual se
compite y desplazar las cepas toxicogénicas en los ecosistemas agricolas. Asi, el
objetivo final es reducir los niveles de contaminaciéon con micotoxinas en granos (Klich,
2007).

No todas las cepas de A. flavus son capaces de producir AFs, dicha caracteristica
ha sido aprovechada por muchos investigadores con la finalidad de desarrollar
estrategias de biocontrol, basadas en la exclusion competitiva (Abbas y col., 2009;
Accinelliy col., 2011).

El fruto del maiz se encuentra en la parte aérea de la planta, por lo que, los
estigmas podrian ser el sitio ideal donde las cepas biocontroladoras compitan con las

cepas de A. flavus toxicogénicas. Por razones practicas, resulta mas conveniente una
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aplicacion del bioformulado previa a la formacion de las espigas de maiz, directamente
sobre las hojas de la planta o bien sobre la superficie del suelo. Se ha demostrado que
la inoculacién sobre el suelo con una cepa de A. flavus biocontroladora es eficaz para
reducir el nimero de esporas aflatoxigénicas que llegan, transmitidas por el polvo, hasta
los estigmas (Abbas y col., 2017).

Segun Daigle y Cotty (1995), una de las principales dificultades para la
implementacién exitosa de esta estrategia de biocontrol es el desarrollo de la
fomulacién, si es un inoculante liquido o un inoculante con soporte sélido (organicos o
inorganicos). Ademas de tener el potencial intrinseco de servir como agente de
biocontrol, una formulacién eficiente es esencial para la funcionalidad, uso practico y
rendimiento del ACB en el campo (Butt y Copping, 2000). Una formulacion sencilla
consiste en utilizar granos de cereales inoculados con cepas biocontroladoras de A.
flavus (Alaniz Zanon y col., 2013). Una vez aplicado al suelo, el hongo reanuda
rapidamente el crecimiento y esporula. Otros tipos de sustratos también han sido
evaluados como transportadores de cepas biocontroladoras, por ejemplo granulos de
alginato con la cepa biocontroladora “atrapada” en su interior, pellets de glaten de trigo
con caolin (conocidos como “Pesta”), los cuales ademas, proporcionan al agente de
biocontrol una fuente de alimento adecuada (Daigle y Cotty, 1997). Sin embargo, los
altos costos de produccién de los granulos de alginato y pellets de Pesta son
limitaciones importantes para su uso a escala de campo.

En la actualidad, el uso de granos de cereales como sustrato y transportador de
cepas biocontroladoras es la alternativa utilizada para aplicaciones a campo. Los
hongos filamentosos estan siendo intensamente estudiados por distintas instituciones y
laboratorios publicos y privados de todo el mundo respecto a su potencial rol como
agentes de biocontrol, y ya son varios los productos comercializados por distintas
empresas. Algunos ejemplos son: Trianum® (comercializado por Koppert), producto
elaborado a base de una cepa de Trichoderma harzianum y DiTera® (Valent
Biosciences, Inc.) producido a partir de una cepa de Myrothecium verrucaria, ambos
empleados para combatir nematodos en plantas ornamentales, uvas, arboles y otros
vegetales (Tranier y col., 2014); AQ10® (Ecogen, Inc.) elaborado a base de
Ampelomyces quisqualis y aplicado en manzanas, uvas, frutillas, tomate, etc. (APS,
2002); AflaGuard® (comercializado por Circle One Global, USA) y Aspergillus flavus
AF36 (Arizona Cotton Research and Protection Council, USA), elaborados a base de
cepas no aflatoxicogénicas para reducir los niveles de contaminacién con AFs en mani
y algoddén, respectivamente (Fravel, 2005). Por otra parte, algunos biopesticidas /
bioestimulantes tales como Mycostop®, Serenade Max®, Vacciplant®, Trianum® vy

Botector® fueron evaluados en ensayos in vitro en los que se observd una reduccion
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significativa en la produccién de conidios de A.flavus, como asi también una importante
disminucion en los niveles de AFB1 (Lagogianni y Tsitsigiannis, 2019).

Lyn y col. (2009) han propuesto una formulacion liquida para la aplicacion directa
por pulverizacion de una cepa no aflatoxigénica de A. flavus. Los estudios a campo
realizados en el Sur de los Estados Unidos utilizando esta formulacion granular
dispersable en agua a base de arcilla han demostrado su eficacia en el control de la
contaminaciéon del maiz con AFs (Accinelli y col., 2011).

Actualmente, existe un nimero limitado de estrategias disponibles para prevenir
la contaminacién con AFs en maiz. Una de las herramientas mas prometedoras, es el
control biolégico basado en la aplicacion de una cepa no aflatoxicogénica de A. flavus
(Abbas y col., 2011 a, b). Esta estrategia ha demostrado ser eficiente bajo condiciones
de campo en cultivos de maiz en Estados Unidos (Brown y col., 1991; Abbas y col.,
2006).

Las etapas generales involucradas en la produccién de un agente flngico de
biocontrol son las siguientes: aislamiento de cepas fangicas, caracterizacién y screening
general, ensayos in vitro (etapa de laboratorio), ensayos in situ (etapa de laboratorio
y/o invernadero), ensayos a campo, produccién de biomasa flngica a gran escala y
evaluacion de toxicidad sobre organismos blanco y sobre el ecosistema (Jenkins y col.,
1998; Alaniz Zanon, 2016). En el presente trabajo se aportan datos importantes,
contribuyendo a la linea de investigacion asociada a la seleccion y caracterizacion de

cepas, ensayos in vitro, in situ y ensayos a campo.
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Hipotesis y Objetivos

Un bioformulado a base de cepas no aflatoxicogénicas de Aspergillus flavus
nativas de la provincia de Cérdoba reduce los niveles de contaminacion con aflatoxinas

en granos de maiz a nivel pre-cosecha.

Desarrollar un bioformulado para reducir la acumulacién de aflatoxinas en maiz a

nivel pre-cosecha, a base de cepas de Aspergillus flavus no aflatoxicogénicas.

Adquirir destrezas y desarrollar sentido critico en el manejo de técnicas de uso
convencional en las areas de la Micologia y la Micotoxicologia.

Preparar bioformulados con inéculos simples y mixtos a base de cepas de
Aspergillus flavus no aflatoxicogénicas como potenciales agentes de biocontrol.
Evaluar a nivel de campo el efecto de los bioformulados en muestras de suelo y
de granos de maiz, respecto al andlisis de cepas de Aspergillus seccién Flavi

aisladas de estas muestras y a la incidencia natural de aflatoxinas en granos.
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Materiales y Métodos

Agar agua (AA): 1,5 g agar, 100 ml agua destilada.

Agar Czapek — Clorato (2,5 6 3%) (P/V): 30 g sacarosa, 3 g NaNOs, 0,5 g KCI, 1
g KoPO4H, 15 g agar, 25 6 30 g KCIO3 (2,5 6 3%, respectivamente), 1000 ml agua

destilada.

Agar Czapek - Dox (Nitrato) (Cz): 30 g sacarosa, 3 g NaNOs, 0,5 g MgSO,4, 0,5 g
KClI, 0,01 g FeSOy, 1 g K;PO4H, 13 g agar, 1000 ml agua destilada.

Agar Czapek Extracto de levadura (CYA): 1 g K;HPO4, 10 ml Concentrado Czapek
(30 g NaNOs, 5 g KCI, 5 g MgS0..7H20, 0,1 g FeS0..7H,0, 0,1 g ZnS0O..7H,0, 0,05 g
CuS04.5H,0, 100 ml agua destilada), 5 g extracto de levadura, 30 g sacarosa, 15 ¢

agar, 1000 ml agua destilada.

Agar Czapek Extracto de levadura con 20% de sacarosa (CY20S): 1 g K:HPO.,,
10 ml Czapek concentrado (30 g NaNOs, 5 g KCI, 5 g MgS0.4.7H,0, 0,1 g FeS0O,4.7H-0,
100 ml agua destilada), 5 g extracto de levadura, 200 g sacarosa, 15 g agar, 1000 ml

agua destilada.

Agar Diclordn Rosa de Bengala Cloranfenicol (DRBC): 10 g glucosa, 5 g peptona,
0,6 g MgSO4, 1 g KH2PO4, 1 ml dicloran (0,2% en etanol), 1 ml cloranfenicol (0,2% en
etanol), 1 ml rosa de bengala (2,5% en H20), 15 g agar, 1000 ml agua.

Agar Extracto de Malta (AEM): 20 g extracto de malta, 1 g peptona, 20 g glucosa,

20 g agar, 1000 ml agua destilada.

Agar Hipoxantina: 30 g sacarosa, 0,1 g hipoxantina, 0,5 g MgS0a4, 0,5 g KCI, 1 g
K2PO4H, 13 g agar, 1000 ml agua destilada.

Agar Medio Minimo (MM): 30 g sacarosa, 3 g NaNOs, 0,5 g MgS04, 0,5gKCl, 1 g
K2PO4H, 15 g agar, 3 g KNO3, 1000 ml agua destilada.
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Agar Nitrito: 30 g sacarosa, 0,7 g NaNO», 0,5 g MgSQO., 0,5 g KCI, 1 g K:PO4H, 13
g agar, 1000 ml agua destilada.

Agua Peptonada 0,1% (P/V): 0,1 g peptona, 100 ml agua destilada.

Agar semisdlido o agar soft 0,2% (P/V): 2 g agar, 100 ml agua destilada.

Agar Tartrato: 30 g sacarosa, 0,9 g tartrato de amonio, 0,5 g MgSOy, 0,5 g KCI, 1
g K2PO4H, 13 g agar, 1000 ml agua destilada.

Caldo para produccién de AFs: 150 g sacarosa, 40 g glucosa, 20 g extracto de

levadura, 10 g peptona de soja, 1000 ml agua destilada.

En estudios previos de aislamiento y caracterizacion de cepas de Aspergillus
seccion Flavi, la finalidad fue la seleccién de potenciales agentes de biocontrol de cepas
aflatoxicogénicas para reducir los niveles de AFs. Se evalué un grupo de cepas a fin de
determinar la capacidad de producir AFs y acido ciclopiazénico (otra micotoxina
producida por algunas cepas de A. flavus), la produccién de esclerocios, los genes de
tipo de apareamiento (MAT). Ademas, se llevaron a cabo ensayos de competencia in
situ en granos de maiz. A partir de los resultados obtenidos de dichos estudios, se
seleccionaron 2 cepas identificadas como A. flavus (AFCHG2 y ARG5/30) para realizar
los ensayos de evaluacion a campo. La cepa AFCHG2 fue aislada de granos de mani'y
la cepa ARG5/30 de granos de maiz, ambas recolectadas en la provincia de Cérdoba.
Estas cepas se caracterizaron como no productoras de AFs ni acido ciclopiazdnico,
producen esclerocios de diametro >400 um (morfotipo L) y pertenecen a un GCV que
incluye s6lo cepas no aflatoxicogénicas (Barros y col., 2005, 2006, a, b; Alaniz Zanon y
col., 2018). Las cepas se identificaron morfol6gicamente utilizando la metodologia
descripta por Klich (2002 b) y a nivel molecular de acuerdo a lo descripto por Alaniz
Zanon y col. (2013, 2018). Las mismas se mantienen en la coleccién de cultivos del
Instituto de Investigacién en Micologia y Micotoxicologia (IMICO) CONICET-UNRC en
glicerol al 20% a -80°C.
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Las cepas de A. flavus AFCHG2 y ARG5/30 desarrollaron mediante fermentacién
en sustrato solido utilizando arroz de tipo grano fino largo esterilizado dos veces en
autoclave, la primera vez seco y la segunda vez hidratado con agua destilada (30%,
V/P), dentro de bolsas de plastico esterilizables por autoclave (121°C, 15 min). Dicho
sustrato (3 kg para cada bioformulado) se inoculé con 1 ml de una suspension de
conidios de cada una de las cepas de manera individual a razén de 107 conidios/ml, los
cuales fueron obtenidos a partir de un cultivo de 7 dias en AEM. Las bolsas plasticas
fueron incubadas entre 7 — 10 dias a 28 £ 1°C y se agitaron diariamente en forma manual
para evitar la formacién de agregados de micelio fungico y arroz. Finalizado el periodo
de incubacion, el sustrato fue secado en estufa de aire forzado a 40°C, para
posteriormente determinar el recuento de unidades formadoras de colonias (UFC) de A.
flavus por gramo de sustrato. Se utilizé la metodologia de recuento en placa de células
viables, homogeneizando 10 g de sustrato en 90 ml de agua peptonada al 0,1% (P/V).
Esta mezcla fue colocada en frascos Erlenmeyer en agitador orbital y posteriormente se
hicieron diluciones decimales hasta 102 (Alaniz Zanon y col., 2013). De cada una de
estas diluciones se sembr6 0,1 ml en agar DRBC (Horn y Dorner, 1998), por triplicado.
Las placas de Petri fueron incubadas por 5 — 7 dias en oscuridad a 28 + 1°C.

Se formularon 3 tipos de in6culos: 1) Inéculo simple con la cepa AFCHG2; 2)
Inéculo simple con la cepa ARG5/30; 3) Inéculo mixto con ambas cepas (AFCHG2 +
ARG5/30). Los bioformulados fueron mantenidos en recipientes plasticos herméticos a

4°C hasta ser aplicados en el campo.

Se seleccionaron dos campos comerciales con el mismo manejo agronémico de
la provincia de Cérdoba, uno ubicado en la localidad de Espinillos, correspondiente a
una region productiva nlcleo maicera, y otro en cercanias a la localidad de Achiras,
siendo esta Ultima una zona sub-humeda/arida (Fig. 9). Ambas zonas presentaban
condiciones predisponentes para la contaminacion con AFs (altas temperaturas y
precipitaciones relativamente bajas). Los ensayos fueron llevados a cabo durante la
campafa 2017/2018 (siembra tardia). En ambos campos, el maiz se sembr6 en el mes

de noviembre del 2017 y se coseché en los meses de mayo-junio del 2018.
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Figura 9. Ubicacion de las localidades de Achiras y Espinillos (Google Maps, 2019).

Se utilizé un disefio en bloques con tres repeticiones. Las dimensiones de cada

parcela fueron de 10 surcos (70 cm entre surcos, aproximadamente) por 20 m de largo.

Entre parcelas se dejaron sectores sin tratar (10 m entre parcelas de un mismo

tratamiento y 10 surcos entre parcelas de distintos tratamientos) denominadas zonas

buffer, para evitar interferencias entre tratamientos. También se incluyeron parcelas

control sin inocular. La aplicacion del bioformulado fue al voleo (20 kg/ha) en el estadio

V4 del cultivo de maiz. Los tratamientos fueron: 1) In6culo simple con AFCHG2; 2)
In6culo mixto con AFCHG2 + ARG5/30; 3) Inéculo simple con ARG5/30; 4) Control sin

inocular. El disefio del ensayo a campo en ambas localidades se muestra en la Fig. 10.
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Figura 10. Disefio del ensayo realizado en las localidades de Achiras y Espinillos. C:
control sin inocular; 1: inoculacién con bioformulado simple a base de AFCHG2; 2:
inoculaciéon con bioformulado mixto a base de AFCHG2 + ARG5/30; 3: inoculaciéon con
bioformulado simple a base de ARG5/30. Las letras A, B, C, representan réplicas de cada

tratamiento.

3.3. Analisis micolégico de suelo

3.3.1. Muestreo de suelo

Se realizaron dos muestreos de suelo: uno antes de la aplicacion de los
bioformulados y otro al momento de la cosecha. Cada muestra de suelo se conformé de
5 sub-muestras recolectadas desde los 5 cm de profundidad hasta la superficie, en dos
diagonales extendidas desde las esquinas opuestas de cada parcela. En la Fig. 11 se
indica el esquema de muestreo, en donde cada cruz representa una sub-muestra. De
las 10 sub-muestras de cada parcela, obtenidas en cada uno de los momentos de
muestreo, 5 de ellas fueron combinadas, obteniendo de este modo, 2 muestras de cada
parcela (Alaniz Zanon y col., 2018). Asi, las cinco cruces rojas (Fig. 11) conforman una
de las muestras de una parcela, y las cinco cruces negras conforman la segunda

muestra de esa misma parcela. Posteriormente cada muestra fue secada en estufa de
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aire forzado por 1 — 2 dias a 25 — 30°C y pasada a través de un tamiz (malla con poro

de 2 mm de didmetro) con la finalidad de eliminar particulas de gran tamafio.

- 10 surcos

20m

Figura 11. Esquema de muestreo de suelo para cada parcela (10

surcos x 20 m).

El recuento de hongos totales a partir de las muestras de suelo (recolectadas
antes de la inoculacién con los bioformulados y al momento de la cosecha) se realizé
por medio de la técnica de siembra en superficie. Para tal fin se pesaron 10 g de suelo
de cada muestra y se afiadieron a un frasco Erlenmeyer con 90 ml de agua peptonada
al 0,1% (P/V). Este procedimiento se realizé por duplicado. Posteriormente se colocaron
en un agitador orbital durante 30 min a 150 rpm. Finalizado este tiempo, se prepararon
diluciones seriadas (102 y 10). Una alicuota de 0,1 ml de cada una de las diluciones
se sembr6 en superficie con espatula de Drigalsky en placas de Petri con el medio
DRBC. Las placas se incubaron en oscuridad durante 5 — 7 dias a 28 + 1°C. Luego del
periodo de incubacién, se llevo a cabo el recuento. Estos valores fueron expresados en
unidades formadoras de colonias por gramo de muestra de suelo (UFC/g). Aquellas
colonias fungicas coincidentes con caracteristicas tipicas de Aspergillus seccién Flavi
fueron sub-cultivadas en placas con agar AEM (Alaniz Zanon y col., 2018).

A partir de las cepas desarrolladas en AEM se realizaron cultivos monospadricos
para la posterior identificacion morfolégica segun la clave de Klich (2002 b). Para la
obtencion de cultivos monosporicos, se sembraron estrias paralelas desde una
suspension de esporas preparada en agar semisolido de cada una de las cepas en
placas de Petri conteniendo agar agua, cargando el ansa una Unica vez. Este
procedimiento se realizé por triplicado. Las placas se incubaron a temperatura ambiente

durante aproximadamente 16 h. Luego fueron observadas bajo lupa en condiciones de
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esterilidad y 3 esporas germinadas se transfirieron a placas con AEM, incubandose
éstas a 28 — 30°C durante 7 dias (Alaniz Zanon, 2016).

Finalmente, como se describird en el apartado 3.5., se evalud la capacidad
aflatoxicogénica de las cepas aisladas y se llevd a cabo un analisis de GCVs
comparando cada cepa con las 2 cepas potencialmente biocontroladoras aplicadas a
campo, cuyo GCV era ya conocido.

3.4. Analisis de muestras de granos de maiz

3.4.1. Muestreo de granos de maiz

En el periodo de cosecha del maiz (Junio — Julio de 2018), se recolect6 en forma
manual un nimero representativo de mazorcas de cada tratamiento, entre 60 y 100
mazorcas por cada repeticion. EI muestreo se hizo en W (Fig. 12). Las muestras fueron
llevadas al laboratorio para ser desgranadas de forma mecéanica, con el equipo que se

muestra en la Fig. 13.
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Figura 12. Esquema de muestreo de granos de maiz para cada
parcela (10 surcos x 20 m).
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Figura 13. Equipo utilizado para desgranar maiz.
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Las muestras de todos los tratamientos y de los controles de cada ensayo se
sometieron a los siguientes analisis: 1) evaluacion de la infeccion de los granos con
Aspergillus seccion Flavi e incidencia de cepas no aflatoxicogénicas pertenecientes a
los GCVs aplicados a campo, y 2) incidencia de AFs en granos de maiz (deteccion y
cuantificacion de AFs).

Para determinar el porcentaje de infeccion fungica, 200 granos de cada muestra
fueron analizados. Los granos de maiz se desinfectaron superficialmente
sumergiéndolos durante 2 min en etanol al 70% Yy luego por otros 2 min en hipoclorito
de sodio al 0,4%. Luego se procedié a sembrarlos con pinzas metalicas estériles en
placas de Petri con agar DRBC (Pitt y Hocking, 2009). Las placas se incubaron a 28 +
1°C durante 7 dias. Finalizado el periodo de incubacion se determind el porcentaje de
infeccibn de los granos con Aspergillus seccién Flavi. Aquellas colonias fungicas
coincidentes con caracteristicas tipicas de Aspergillus seccién Flavi fueron sub-
cultivadas en AEM para su posterior identificacion a partir de cultivos monospoéricos, tal
como se detallé en el apartado 3.3.2.

Al igual que con las cepas provenientes de las muestras de suelo, se evalud la
capacidad aflatoxicogénica de las cepas aisladas de grano y se llevé a cabo un andlisis

de GCVs comparando cada cepa con los GCVs de las 2 cepas inoculadas a campo.

La deteccién y cuantificacién de AFs en los granos de maiz se efectud utilizando
la metodologia propuesta por AOAC (2000). La muestra fue molida (aproximadamente
3 kg), homogeneizada y cuarteada hasta la obtencion de 25 g (3 repeticiones) de maiz
molido, al cual se le afiadié una solucién de acetonitrilo: H,O (84:16, V/V) y se agitd
durante 30 min en agitador orbital. Posteriormente se filtr6 el sobrenadante utilizando
papel Whatman N°4, y 5 ml del extracto crudo fueron pasados a través de una columna
de limpieza MycoSep®224 AflaZon (Laboratorios Romer, USA). Luego, 2 ml del extracto
purificado fueron recuperados, se transfirieron a un vial color caramelo y se evaporaron
a sequedad con nitrégeno gaseoso. La deteccion y cuantificacion de las AFs se llevo a
cabo mediante cromatografia liquida de alta performance (HPLC), segun la metodologia
propuesta por Horn y col. (1996). Cada extracto seco fue resuspendido en 400 pl de una

mezcla de acetonitrilo: metanol: H.O (1:1:4, V/V/V) y la mitad de ese volumen (200 pl)
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se derivatizo agregando 700 pl de una solucion de acido trifluoroacético: acido acético
glacial: H>O (20:10:70, V/VIV), a una temperatura de 65°C durante 8,5 min. La deteccion
y cuantificacion de las AFs se llevo a cabo inyectando 50 ul del extracto de cada muestra
en el equipo de HPLC. Este sistema consistié en una bomba Hewlett Packard modelo
1100 (Hewlett Packard, Palo Alto, CA) conectada a un detector de fluorescencia Hewlett
Packard modelo 1046A y a un modulo de datos Hewlett Packard Kayak XA
(ChemStation Rev. A.06.01). La separacion cromatogréfica se realizé en una columna
de fase reversa C18 de acero inoxidable (150 mm x 4,6 mm i.d., tamafio de particula 5
pm; Luna-Phenomenex, Torrance, CA, USA) conectada a una pre-columna C18 de
acero inoxidable (20 mm x 4,6 mm i.d., tamafo de particula 5 um, Luna-Phenomenex,
Torrance, CA, USA). La fase movil (acetonitrilo: metanol: H20, 1:1:4, V/IV/IV) se paso a
un flujo de 1,5 ml/min. El limite de deteccion fue de 1 ng/g. Ademas, se analizé una
solucion estandar de AFB; pura (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) y se construyd una
curva de calibracion (concentracién de AFB; vs. area de los picos) a partir de soluciones

testigos de esta AFB; de concentraciones en un rango de 5 — 100 ng/ml.

Aquellas cepas de Aspergillus seccion Flavi aisladas tanto de suelo como de grano
de maiz fueron evaluadas por HPLC respecto a su capacidad de producir AFB;
siguiendo la metodologia de Alaniz Zanon y col. (2013), Horn y col. (1996) y Horn y
Dorner, (1999). De cada uno de los tratamientos se analizaron 10 cepas, seleccionadas
al azar y provenientes de placas de DRBC diferentes, exceptuando aquellos
tratamientos en donde se aisl®6 un nuimero inferior a 10, en los cuales se evalud la
capacidad toxicogénica de la totalidad de las cepas aisladas. A partir de cada cepa de
A. flavus desarrollada en AEM, se realizaron suspensiones de esporas (10° esporas/ml)
en agua peptonada 0,1%, que luego se utilizaron para inocular viales con 1 ml de caldo
para produccion de AFs a pH 5,9 ajustado con HCI. Los cultivos se incubaron a 28 +
1°C durante 7 dias en oscuridad. Una vez terminado el tiempo de incubacion, se retird
y descarté el micelio. Al medio de cultivo restante en el vial se le agregé 1 ml de
cloroformo. Se agitdé 30 seg en vortex, se recupero la fase cloroférmica en un tubo

Eppendorf y se evapor6 hasta sequedad a temperatura ambiente.
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Tanto los extractos obtenidos de las muestras de granos de maiz como aquéllos
obtenidos a partir de cada una de las cepas de A. flavus fueron analizados por HPLC

como se explica en el punto 4.4.3.

A partir de cepas de A. flavus en las que no se detectd produccion de AFBi,
aisladas de las muestras de suelo (pre-inoculacion y al momento de la cosecha) y de
las muestras de granos de maiz, como asi también de las cepas AFCHG2 y ARG5/30,
se generaron mutantes en agar Czapek — Clorato al 2,5 6 3% a fin de determinar el
porcentaje de cepas de A. flavus recuperadas correspondientes a los GCVs de las cepas
potencialmente biocontroladoras aplicadas en los ensayos a campo. Para esto se
realizaron suspensiones de esporas en agar semi-sélido a partir de las cepas
desarrolladas en AEM. Con estas suspensiones se sembraron en 10 puntos y al menos
por triplicado, placas de Petri con agar Czapek con la adiciéon de clorato de potasio
(Bayman y Cotty, 1991 b). Las placas se incubaron a 28 + 1°C y los margenes de las
colonias con crecimiento restringido fueron examinados periddicamente hasta detectar
sectores de crecimiento rapido con escaso micelio, indicadores de una mutacion. Los
extremos de estas hifas de diferentes colonias fueron transferidos a placas con Agar
MM que se incubaron a 28 + 1°C durante 4 — 5 dias y luego se conservaron a 4°C hasta

su fenotipificacion.

Las mutantes obtenidas se repicaron en medios de fenotipificacion para
determinar el tipo de mutacion generada, de acuerdo a la metodologia propuesta por
Papa (1986). En dichos medios, el NaNOs, Unica fuente de nitrégeno del agar Czapek —
Dox (control negativo), fue remplazado por NaNO;, hipoxantina o tartrato de amonio
(control positivo). Las placas se incubaron en estufa a 28 £ 1°C durante 5 — 7 dias. Los
tipos de mutantes fueron: niaD (incapaz de utilizar nitrato), nirA (incapaz de utilizar

nitrato y nitrito), y cnx (incapaz de utilizar nitrato e hipoxantina).
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Para realizar los ensayos de autocomplementacién y seleccionar un par de
mutantes complementarias de cada cepa en estudio se emplearon 3 — 4 mutantes nit de
cada una de las cepas: 2 niaD y 1 — 2 nirA y/o cnx, dependiendo de la cantidad y tipo de
mutantes obtenidas. En una placa de Petri conteniendo agar MM se enfrentaron dos
mutantes de una misma cepa (una niaD y una nirA o cnx) (Fig. 14). Las placas se

incubaron a 28 + 1°C durante al menos 7 dias y se control6 el desarrollo diariamente.

niaD

nirA / cnx

Figura 14. Esquema de siembra de los ensayos de
autocomplementacion y complementacion. La distancia entre la siembra

de las mutantes fue de aproximadamente 15 mm.

Para aquellas cepas cuyas mutantes pre-seleccionadas no resultaron
autocomplementarias, se repiti6 el ensayo de autocomplementacién enfrentando
nuevas mutantes. Una vez establecida la autocomplementacion para dos mutantes de
cada una de las cepas, este par de mutantes se enfrent6 en agar MM a un par
complementario de las cepas potencialmente biocontroladoras AFCHG2 y/o ARG5/30,
del mismo modo descripto para los ensayos de autocomplementacion. Estas placas se
incubaron durante 7 — 15 dias a 28 + 1°C, y luego del periodo de incubacién se identificd
la compatibilidad / incompatibilidad de estas cepas segun la presencia / ausencia,
respectivamente, de una zona de crecimiento tipo salvaje donde los micelios de cada
mutante entran en contacto. Es decir, se determiné la pertenencia o no a los GCVs de
los que forman parte las dos cepas potencialmente biocontroladoras, de las cepas
aisladas de los diferentes tratamientos del ensayo a campo de la localidad de Espinillos.
Este andlisis de GCVs se realizd Unicamente para las cepas provenientes de este
ensayo, ya que en el estudio realizado en la localidad de Achiras se presentaron
diversos factores que afectaron negativamente el estudio, como sera explicado en el

apartado 4.5.
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Finalmente, se calculd6 de manera independiente el porcentaje de cepas
pertenecientes a los GCVs aplicados, provenientes de las muestras de suelo previo a la
inoculacion con los bioformulados, de las muestras de suelo recolectadas al momento

de la cosecha, y de las muestras de granos de maiz.

Los datos correspondientes a las poblaciones fungicas fueron transformados a
logaritmo en base diez previo al andlisis de varianza (ANOVA). Los tests de separacion
o0 comparacién de medias utilizados fueron el test de LSD Fisher o el test de Tukey
(P<0,05).

Los datos de porcentajes de infeccibn de granos de maiz de los distintos
tratamientos con cepas de Aspergillus seccion Flavi se evaluaron mediante analisis de
varianza, usando el test de Fisher como método de separacion de medias (P<0,05)
(InfoStat, 2010, Universidad Nacional de Cérdoba) (Di Rienzo y col., 2018).
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Resultados y Discusion

Se obtuvieron 3 kg de cada uno de los bioformulados (simples y mixto) en los
cuales se determind el recuento de A. flavus por gramo de producto final (UFC/g). Cada
bioformulado se analizé por triplicado y se calculé un promedio de los recuentos, los
cuales se muestran en la Tabla 1. Tanto en los dos indculos simples (AFCHG2 y
ARG5/30) como en el indculo mixto (AFCHG2 + ARG5/30), los recuentos fueron del
orden de 108 UFC/g. En base al resultado obtenido fue posible realizar comparaciones
confiables en las determinaciones de los distintos parametros evaluados durante el

desarrollo del trabajo.

Tabla 1. Valores promedio de los recuentos de Aspergillus flavus de cada inoculante.

Bioformulado Recuento (UFC/g)
Inéculo simple (AFCHG2) 2,15x108
In6culo mixto (AFCHG2 + ARG5/30) 3,25x108
Inéculo simple (ARG5/30) 4,80x108

Como se mencioné en la metodologia (apartado 3.3), se realiz6 un primer
muestreo de suelo antes de la aplicacion del bioformulado y un segundo muestreo al
momento de la cosecha. Las muestras fueron analizadas de igual manera. Finalizado el
periodo de incubacion se observaron los resultados expresandolos UFC/g. La Fig. 15

muestra una imagen del crecimiento flngico luego de 7 dias de incubacion a 28 + 1°C.
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Figura 15. Muestra de suelo sembrada en el medio de
cultivo DRBC luego de 7 dias de incubacion a 28 + 1°C.

En la Tabla 2 se muestran los recuentos flngicos totales (promedios) de cada
tratamiento en los distintos momentos de muestreo del ensayo realizado en el campo
de Espinillos. Se observa que en las parcelas destinadas a la inoculacion con el
bioformulado simple a base de la cepa ARG5/30 (parcela E3) se obtuvo el mayor
recuento fungico total (6,59x10° UFC/g de suelo), seguido por las parcelas destinadas
al tratamiento con el inoculante simple a base de la cepa AFCHG2 (parcela E1; 4,32x10°
UFC/g de suelo), y finalmente los controles (parcela EC; 2,22x10° UFC/g de suelo) y las
parcelas destinadas al tratamiento con el in6culo mixto a base de las cepas AFCHG2 +
ARG5/30 (parcela E2; 1,77x10° UFC/g de suelo). A partir del andlisis de los resultados
se observaron diferencias estadisticamente significativas entre todas las parcelas,
excepto entre EC y E2 pre-inoculacion. En todas las parcelas el recuento de hongos
totales en las muestras de suelo fue del orden de 10° UFC/g. Si bien se esperaba que
al momento de la cosecha el recuento aumentara en las parcelas tratadas debido a la
aplicacion exdgena de cepas de A. flavus, se observé dicho incremento solamente en
las parcelas tratadas con el in6culo simple a base de la cepa AFCHG2, con el in6culo
mixto con AFCHG2 + ARG5/30 y en las parcelas control (37,57%, 71,59% y 10,12%,
respectivamente) y disminuy6 un 71,47% en el tratamiento con el in6culo simple a base
de ARG5/30. Sin embargo, se observé que estos recuentos fueron del orden de 10°
UFC/g, al igual que en el muestreo pre-inoculacién. Comparando los recuentos fungicos
promedio al momento de la cosecha, se muestra que entre E1 y E2 no hubo diferencia

estadisticamente significativa, como tampoco entre E3 y EC (P<0,05).
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Tabla 2. Promedio del recuento fungico total de las muestras de

momento de la cosecha en el ensayo realizado en Espinillos.

suelo pre-inoculacion y al

Recuento promedio Recuento promedio

Parcela Bioformulados pre-inoculacion al momento de la

(UFC/g)* cosecha (UFC/g)*
E1l AFCHG2 4,32x10%b 6,92x10% b
E2 AFCRGZ + 1,77x10%a 6,23x10%b

ARG5/30

E3 ARG5/30 6,59x10° c 1,88x10° a
EC Sin inocular 2,22x10%a 2,47x10%a

*Los valores expresados son el promedio de 6 sub-muestras con 2 repeticiones cada una.
EC: parcela control campo Espinillos.
Las letras distintas (a-d) indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) dentro de cada
columna, segun el test de Fisher.

Los datos de recuento de hongos totales en las muestras de suelo provenientes

del campo de Achiras se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3. Promedio del recuento fungico total de las muestras de suelo pre-inoculaciéon y al

momento de la cosecha en el ensayo realizado en Achiras.

Recuento promedio Recuento promedio

Parcela Bioformulados pre-inoculacién al momento de la

(UFCl/g)* cosecha (UFC/g)*
Al AFCHG2 4,01x10%a 5,04x10%a
A2 AFCHGZ + 3,78x10%a 6,41x10%a

ARG5/30

A3 ARG5/30 3,55%x10%a 4,18x10%a
AC Sin inocular 3,99x10%a 4,05x10%a

*Los valores expresados son el promedio de 6 sub-muestras con 2 repeticiones cada una.

AC: parcela control campo Achiras.

Las letras distintas (a-d) indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) dentro de cada
columna, segun el test de Fisher.

El recuento de hongos filamentosos totales en las muestras de suelo pre-
inoculacion, en el ensayo realizado en Achiras fue similar entre las cuatro parcelas
destinadas a los distintos tratamientos, y los recuentos fueron del orden de 10° UFC/g
de suelo. EI mayor recuento fue el obtenido en las parcelas destinadas al tratamiento
con el inéculo simple a base de la cepa AFCHG2 (parcela Al; 4,01x10° UFC/g de suelo),
luego el de las parcelas control (parcela AC; 3,99x10° UFC/g de suelo), después el de
las parcelas destinadas al tratamiento con el inéculo mixto con AFCHG2 + ARG5/30
(parcela A2; 3,78x10° UFC/g de suelo) y por Ultimo el de las parcelas destinadas al

tratamiento con el inéculo simple a base de la cepa ARG5/30 (parcela A3; 3,55x10°
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UFC/g de suelo). Sin embargo, estas diferencias no fueron estadisticamente
significativas. Los recuentos obtenidos en los tratamientos y en el control en el momento
de la cosecha, fueron de un orden menor (10* UFC/g de suelo) a los obtenidos en las
muestras pre-inoculacion y no hubo diferencias estadisticamente significativas entre
ellos. El recuento fungico de las parcelas A1, A2, A3 y AC al momento de la cosecha
disminuyé un 87,43%, 83,04%, 88,23% y 89,85%, respectivamente. Esta disminucion
puede ser consecuencia de los fendmenos meteoroldgicos que sufrié el cultivo en este
campo (sequia, granizo y helada) y de la presencia de una maleza invasiva. Otro factor
que podria haber generado tal situacion es la posible existencia en el suelo de
sustancias capaces de inhibir el desarrollo de distintos tipos de microorganismos.
Algunos ejemplos de esto son la posible presencia de metales pesados como el cadmio
(Cd) o de sustancias que provocan distintos grados de alcalinidad y acidez en los suelos
agricolas (Vig y col., 2003; Rousk y col., 2009). Dichos compuestos posiblemente se
encontraban en el suelo pudiendo haber provenido de distintas fuentes: agroquimicos
aplicados durante la campafia del maiz o bien residuos de agroquimicos de distinta
naturaleza empleados durante el cultivo antecesor, metabolitos vegetales y/o fungicos
liberados como consecuencia de la interaccion entre la planta de maiz y agentes
causales de enfermedades, entre otros. Sin embargo, estos parametros no fueron
evaluados durante el desarrollo de este trabajo ya que estos no estaban contemplados
entre los objetivos del mismo.

En ambos campos los recuentos flingicos totales promedio antes de la aplicacion
de los bioformulados fueron del mismo orden (10° UFC/g de suelo). No sucedié lo mismo
al momento de la cosecha, ya que se observo que en Espinillos hubo mayor recuento
fungico total en todos los tratamientos y control en comparacion con las muestras de
suelo de las muestras del ensayo realizado en Achiras. Esta diferencia puede deberse
a las condiciones meteorolbgicas a las que se enfrentd cada uno de los cultivos y a una
posible variacion en la composicién original de los suelos. En estudios previos Barros y
col. (2006 b) llevaron a cabo investigaciones en campos comerciales destinados a la
siembra de mani en la regién centro-Sur de la provincia de Cérdoba, observando
recuentos flangicos totales del orden de 10* UFC/g, al igual que lo observado en el
ensayo de Achiras. Actualmente una de las practicas agricolas convencionales que
aporta grandes beneficios es la rotacién de cultivos de mani, maiz, sorgo o trigo,
dependiendo de la region agricola (INTA, 2014). En otro trabajo desarrollado por Alaniz
Zanon y col. (2016) se evalu6 la densidad fungica total en un campo de mani en
Tartagal, provincia de Salta, durante los afios 2014 y 2015, antes de la aplicacién de los
inoculantes y al momento de la cosecha. Tanto en 2014 como en 2015 se obtuvieron

recuentos del orden de 10* UFC/g de suelo recolectado antes de la inoculacién y al
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momento de la cosecha. Estos resultados también coinciden con los obtenidos en el
presente trabajo, a pesar de tratarse de un cultivo y una zona agroecoldgica diferente.
Ademas de evaluar los recuentos de hongos filamentosos totales, en cada una de
estas muestras se analizé la abundancia de Aspergillus seccion Flavi. En la Tabla 4 se
detallan estos resultados para las muestras de suelo de cada tratamiento y controles en
los distintos momentos de muestreo, en ambos campos. Debido al escaso nimero de
colonias de Aspergillus seccion Flavi encontradas, los datos se expresan como himero

de colonias observadas y no como recuento expresado en UFC/g suelo.

Tabla 4. Abundancia de Aspergillus seccion Flavi en suelo pre-inoculacion y al momento de la

cosecha en las muestras obtenidas de los ensayos realizados en Espinillos y Achiras.

Espinillos Achiras
. N° colonias : N° colonias
. N° colonias N° colonias
Parcela Bioformulados As.F* A.s.Fx
A.s.F.* pre- A.s.F.* pre-
momento de momento de
inoculaciéon inoculaciéon
la cosecha la cosecha
1 AFCHG2 2a 235¢ 2a 15b
2 AFCHG?2 + ARG5/30 11c 49 b 3a 117 d
3 ARG5/30 5b 36 a 2a 95¢c
C Sin inocular 10 c 34 a la 4a

*A.s.F.: Aspergillus seccion Flavi.

C: parcela control.

Las letras distintas (a-d) indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) dentro de cada
columna, segun el test de Fisher.

En las muestras del ensayo realizado en Espinillos se observaron en total 28
colonias de Aspergillus seccion Flavi previo a la aplicacion de los bioformulados. De este
total, la mayor proporcion (39,29%) se hallé en las parcelas destinadas al inoculante
mixto a base de las cepas AFCHG2 + ARG5/30 (parcela 2), un 35,71% fue encontrado
en las parcelas control, un 17,86%, en las parcelas destinadas a ser tratadas con el
inoculante simple a base de ARG5/30 (parcela 3) y el 7,14% restante, en las parcelas
destinadas al inoculante simple a base de la cepa AFCHG2 (parcela 1), observando
diferencias estadisticamente significativas entre las parcelas destinadas a ser tratadas
con los diferentes bioformulados. Sin embargo, no se observaron diferencias
significativas entre las muestras de la parcela 2 y las de la parcela control. Como ya se
menciond, previo a la inoculacion, las parcelas destinadas al in6culo simple formulado
con la cepa ARG5/30 (tratamiento 3) mostraron en promedio los recuentos fungicos
totales mas altos, 6,59 x 10° UFC/g. Estos datos no coinciden con la distribuciéon de
Aspergillus seccion Flavi en este campo previo a la realizacién del ensayo, donde las

muestras de las parcelas con mayor abundancia fueron aquéllas destinadas al
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tratamiento 2 (inéculo mixto) y al control. Por lo tanto, considerando los resultados de la
abundancia de Aspergillus seccion Flavi en las muestras de las distintas parcelas previo
a la aplicacién de los tratamientos, se observa que la distribucion de las especies
fungicas, al menos las pertenecientes a Aspergillus seccién Flavi no era homogénea en
el campo en el que se llevd a cabo el ensayo, y que un recuento fungico total no
necesariamente refleja la abundancia de Aspergillus seccion Flavi.

Por otra parte, en las muestras de suelo del ensayo realizado en Espinillos
recolectadas al momento de la cosecha se encontrd, tal como se esperaba, mayor
cantidad de colonias de Aspergillus seccidén Flavi respecto al momento inicial (total de
354 colonias). El 66,38% de estas colonias se observo en las parcelas tratadas con el
in6culo simple a base de AFCHG2 (tratamiento 1), el 13,84%, en las parcelas donde se
aplico el inéculo mixto a base de AFCHG2 + ARG5/30 (tratamiento 2), el 10,17%, en las
parcelas tratadas con el indculo simple a base de ARG5/30 (tratamiento 3) y el 9,60%
restante, en las parcelas sin tratar. Comparando los resultados obtenidos en el
tratamiento 3 con aquéllos del control, se observa que no hay diferencias
estadisticamente significativas respecto a la abundancia de Aspergillus seccion Flavi.
No obstante, si se observan diferencias significativas entre las parcelas tratadas con los
distintos bioformulados.

Como se detalla en la Tabla 2, al momento de la cosecha, las parcelas en las que
se aplico el indculo simple a base de la cepa AFCHG2 (tratamiento 1) mostraron en
promedio los recuentos flngicos totales mas altos, 6,92 x 10° UFC/g, seguidos de los
obtenidos en las parcelas tratadas con el inéculo mixto (tratamiento 2). Estos datos
coinciden con los de abundancia de Aspergillus seccién Flavi, ya que en estos dos
tratamientos fue donde se obtuvieron las mayores proporciones de este género flngico.

No obstante, la escasa abundancia de cepas de Aspergillus seccién Flavi
encontrada en las muestras de suelo en este ensayo no implica que al momento de la
cosecha o posterior a éste, el nivel de contaminacion con AFs en grano sea bajo, ya
que, la incidencia de AFs se debe no sbélo a la presencia de especies fungicas
toxicogénicas sino también a que las condiciones meteorol6gicas sean propicias para la
sintesis de estas micotoxinas (Cole y col., 1995). Ademas, puede ocurrir que este bajo
namero de cepas presentes en el ecosistema sean productoras de altos niveles de AFs,
por lo que, sumado a condiciones predisponentes, podria existir una elevada
contaminacién (Moore y col., 2011).

Comparando ambos momentos de muestreo en el ensayo a campo llevado a cabo
en Espinillos, se muestra que el nimero de colonias encontradas de Aspergillus seccién
Flavi fue superior en todos los tratamientos y en el control al momento de la cosecha

gue en el muestreo previo a la aplicacién de los bioformulados. El mayor aumento
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ocurrié en las parcelas inoculadas con el bioformulado simple a base de la cepa
AFCHG2 (tratamiento 1; 99,15%), seguido por las parcelas tratadas con el inoculante
simple constituido por ARG5/30 (tratamiento 3; 86,11%), las parcelas inoculadas con el
bioformulado mixto (tratamiento 2; 77,57%) y por ultimo el control sin tratar (70,59%).
Este aumento detectado en la cantidad de cepas de Aspergillus seccion Flavi aisladas
de muestras de suelo era esperable, principalmente en las parcelas tratadas, ya que
estos tratamientos consistieron en la incorporacion al suelo de cepas de A. flavus
exégenas. En las muestras de suelo pre-inoculacion las parcelas destinadas al
bioformulado mixto a base de AFCHG2 + ARG5/30 (tratamiento 2), mostraron entre un
9,09 — 81,82% mas de cepas de Aspergillus seccién Flavi que las demas parcelas; al
momento de la cosecha esta diferencia no se mantuvo. En este Ultimo momento, las
parcelas tratadas con el inoculante simple a base de AFCHG2 (tratamiento 1) mostraron
entre un 79,15 — 85,53% mas de cepas de Aspergillus seccion Flavi que las demas
parcelas.

En el campo situado en Achiras, la cantidad de cepas pertenecientes a Aspergillus
seccidn Flavi previo a la aplicacion del bioformulado fue de sélo 8 aislamientos, tal como
se muestra en la Tabla 4. Debido a que no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre las diversas parcelas, se puede determinar que la distribucion de
cepas de Aspergillus seccion Flavi fue homogénea en este campo, al igual que los
recuentos promedio de hongos totales detallados en la Tabla 3.

Como era de esperar, al momento de la cosecha, en el campo cercano a la
localidad de Achiras, se aislé mayor cantidad de cepas de Aspergillus seccion Flavi, con
un total de 231 aislamientos. En las parcelas tratadas con el inoculante mixto a base de
las cepas AFCHG2 + ARG5/30 (tratamiento 2) se hallé un 50,67% de cepas de esta
seccion, el 41,13% se aisl6 de las parcelas en donde se aplicé el inoculante simple a
base de la cepa ARG5/30 (tratamiento 3), el 6,49%, de las parcelas tratadas con el
inoculante simple con AFCHG2 (tratamiento 1) y el 1,73% restante se aislé de las
parcelas control. Se observaron diferencias estadisticamente significativas entre todas
las parcelas evaluadas.

En todos los tratamientos y en el control al momento de la cosecha en el campo
de Achiras hubo un aumento en el nUmero de cepas de Aspergillus seccion Flavi
aisladas, con respecto al muestreo previo a la aplicacion del bioformulado. En las
parcelas inoculadas con el bioformulado simple a base de ARG5/30 (tratamiento 3) se
encontré un 97,89% mas de cepas de Aspergillus seccion Flavi que al momento pre-
inoculacion, en las parcelas tratadas con el inoculante mixto a base de AFCHG2 +
ARG5/30 (tratamiento 2), un 97,44% mas, en las parcelas inoculadas con el

bioformulado simple a base de AFCHG2 (tratamiento 1), un 86,67% mas, y en el control,
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un 75% mas. Independientemente del analisis estadistico, se observa que las parcelas
destinadas al in6culo mixto (tratamiento 2) mostraron mayor abundancia de Aspergillus
seccion Flavi tanto en el muestreo previo a la aplicacion de los tratamientos, como al
momento de la cosecha.

Como se observa en la Tabla 4, la abundancia general de Aspergillus seccién
Flavi tanto en suelo pre-inoculacion como al momento de la cosecha es mas elevado en
el campo de Espinillos que en Achiras. Antes de la aplicacién del bioformulado, en el
campo cercano a la localidad de Espinillos se aislé un 71,43% mas de cepas que en el
campo de Achiras. En el segundo muestreo, al momento de la cosecha, esta diferencia
disminuy6 a 34,75%. En el muestreo realizado al momento de la cosecha se observo
que en Espinillos se aislé mayor cantidad de cepas de Aspergillus seccion Flavi en las
parcelas inoculadas con el bioformulado simple a base de AFCHG2 (tratamiento 1), y
en Achiras, como se mencioné anteriormente, la mayor proporcién se aislé de las
parcelas tratadas con el inoculante mixto a base de AFCHG2 + ARG5/30 (tratamiento
2). Estos resultados demuestran que en el campo de Espinillos el inoculante con la cepa
AFCHG2 colonizdé mejor el suelo que los demas tratamientos. Si bien en el campo de
Achiras el inoculante mixto presentd mayor colonizacion del suelo, este bioformulado
esta compuesto en un 50% de la cepa AFCHG2, por lo que podria inferirse que esta
capacidad de colonizar el suelo se debi6 a la presencia de esta cepa potencialmente
biocontroladora.

En un estudio realizado en mani durante la campafia 2011, en dos campos
situados en la provincia de Cérdoba (Los Molles y Las Acequias), el recuento de hongos
pertenecientes a Aspergillus seccion Flavi previo a la inoculacién de los bioformulados,
mostré valores en un rango de 500 y 1400 UFC/g. En estos ensayos, al momento de la
cosecha, la abundancia de Aspergillus seccion Flavi en las muestras de suelo fue
significativamente mayor en las parcelas tratadas respecto de las parcelas control
(Alaniz Zanon, 2016). Si bien la abundancia de Aspergillus seccion Flavi determinada
en el presente trabajo fue menor al informado por Alaniz Zanon (2016), en ambos casos
se observa que la densidad de Aspergillus seccién Flavi fue mayor al momento de la

cosecha que al principio del ensayo.

De los ensayos realizados en las dos localidades (Espinillos y Achiras) se

analizaron 200 granos de maiz cosechado de cada una de las parcelas de cada
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tratamiento, y se evalud el porcentaje de infeccién con Aspergillus seccién Flavi (Fig.
16).

Figura 16. Granos de maiz desinfectados superficialmente y sembrados
en el medio de cultivo DRBC, incubado durante 7 dias a 28°C + 1°C.

En el Grafico 1, se muestran los porcentajes de infeccién correspondientes a
ambos ensayos.

Grafico 1. Porcentajes de infeccidn de los granos de maiz con Aspergillus seccién Flavi en las
muestras obtenidas de los ensayos en Espinillos y Achiras.
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A.s.F: Aspergillus seccién Flavi.

Las parcelas tratadas con AFCHG2, AFCHG2 + ARG5/30, ARG5/30 y la parcela
control sin inocular, corresponden a los tratamientos 1, 2, 3y C, respectivamente.
Las letras distintas (a-d) indican diferencias estadisticamente significativas
(P<0,05) en cada uno de los ensayos, segun el test de Fisher.

Bossa Marianela 49



Resultados y Discusion

En cuanto al analisis de la poblacién de Aspergillus seccion Flavi recuperada de
los granos de maiz a cosecha, los resultados del ensayo realizado en Espinillos no
fueron los que se esperaban. Se observaron diferencias significativas en la colonizacién
de los granos entre todos los tratamientos. En las parcelas inoculadas con el
bioformulado mixto a base de AFCHG2 + ARG5/30 (tratamiento 2) se obtuvo menor
porcentaje de infeccion con Aspergillus seccién Flavi que en las parcelas control sin
aplicacion de in6culo exdgeno. Una posible explicacion de este resultado podria
atribuirse a alguna falla en el momento de la aplicacion del in6culo, por ejemplo, efecto
de factores externos como rafagas de viento, humedad relativa del ambiente, etc. Las
parcelas inoculadas con los bioformulados simples presentaron una proporcién
significativamente mayor de granos infectados con Aspergillus seccion Flavi, respecto
de la parcela control, siendo a su vez los granos de las parcelas tratadas con el
inoculante simple a base de AFCHG2 (tratamiento 1), los de mayor porcentaje de
infeccion (41,17%), como se muestra en el Grafico 1.

Los granos de maiz de las parcelas tratadas con el inoculante simple a base de
la cepa AFCHG2 (tratamiento 1) del campo de Achiras presentaron un 9,83% de
infeccibn con Aspergillus seccién Flavi, seguido por los granos de las parcelas
inoculadas con el bioformulado simple a base de la cepa ARG5/30 (tratamiento 3) que
exhibieron un 9,67% de infeccion. El porcentaje de infeccion de los granos de maiz de
las parcelas inoculadas con el inoculante mixto a base de AFCHG2 + ARG5/30
(tratamiento 2; 5,5%) fue menor al de los granos de las parcelas control (Grafico 1). En
este campo no hubo diferencias estadisticamente significativas entre el tratamiento 1y
el 3, y entre el 2 y el control, pero si hubo diferencias significativas entre las primeras
dos parcelas mencionadas (1 y 3) y las demas (2 y control).

Los porcentajes de infeccion de los granos de maiz de cada uno de los
tratamientos y del control con Aspergillus seccién Flavi en el campo de Achiras fueron
menores a los obtenidos en los respectivos tratamientos realizados en el campo cercano
a la localidad de Espinillos. En otras palabras, en lo referido a los bioformulados
aplicados a campo, en el ensayo llevado a cabo en Espinillos se logr6 un mayor
porcentaje de infeccion con las cepas de los inoculantes tanto simples como mixto. En
ambos campos las muestras de granos correspondientes a las parcelas tratadas con los
indculos mixtos a base de AFCHG2 + ARG5/30 (tratamiento 2) presentaron porcentajes
de infeccion inferiores a los determinados para cada uno de los tratamientos a base de
las cepas que los constituian, aplicados de manera independiente. Los resultados
demuestran entonces, que las cepas de A. flavus evaluadas interactian entre si en el
ecosistema favoreciendo o dificultando la invasion de los granos de maiz, dependiendo

de cada caso, y que evidentemente, las formulaciones simples logran una infeccion de
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los granos mayor que la formulacién mixta, por lo que hasta el momento, serian mejores
candidatos como agentes de control biolégico.

En un estudio realizado también en Espinillos pero en cultivo de mani en la
campafa 2013/2014, el porcentaje de infeccién de granos con Aspergillus seccion Flavi
en la parcela no tratada fue de 6,75%, menor al obtenido en el presente trabajo
(18,33%). En las parcelas tratadas con la misma tasa de in6culo que el aplicado en el
presente trabajo para la cepa AFCHG2, el porcentaje de infeccion de granos con
Aspergillus seccién Flavi fue de 8,66%, mientras que en el presente trabajo nuevamente
se obtuvo un valor mayor, de 41,17% (Alaniz Zanon, 2016).

Dorner y col. (1999) propusieron que el uso de inoculantes a base de una cepa
no aflatoxicogénica aplicados en el suelo podria proporcionar un mejor control bioldgico
en cultivos con fruto hipdgeo como el mani, debido a que en este caso el suelo cumple
un rol fundamental como fuente de inéculo para la infeccién fungica y produccién de
AFs. Por el contrario, en el cultivo como el maiz la fuente de in6culo principal es el aire.
Sin embargo, los resultados obtenidos demuestran que de las cepas de A. flavus no
toxicogénicas en estudio son capaces de alcanzar la infeccion de los granos de maiz,
por lo que el suelo también constituye una fuente de indéculo importante de A. flavus para
cultivos de fruto aéreo como el maiz. Por lo tanto, la aplicacion de un bioformulado a
base de cepas no toxicogénicas en suelos seria una estrategia favorable para reducir la
poblacion de A. flavus toxicogénicos en granos de maiz.

Aquellas cepas identificadas como Aspergillus flavus (Fig. 17) aisladas tanto de
suelo como de granos de maiz, fueron evaluadas por HPLC para determinar su

capacidad de producir AFs.
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Figura 17. Cepas de Aspergillus flavus en medio MEA.

Los resultados obtenidos de la capacidad aflatoxicogénica de las cepas aisladas

de muestras de suelo de los ensayos de Espinillos y de Achiras se representan en el
Gréfico 2.

Grafico 2. Capacidad aflatoxicogénica de las cepas de Aspergillus flavus aisladas de las
muestras de suelo pre-inoculacién y al momento de la cosecha de los ensayos realizados en los
campos de Espinillos y de Achiras.
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ESPINILLOS ACHIRAS

Las parcelas tratadas con AFCHG2, AFCHG2 + ARG5/30, ARG5/30 y la parcela control sin inocular,
corresponden a los tratamientos 1, 2, 3y C, respectivamente.

Las letras distintas (a-d) indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) en cada uno de los
ensayos, segun el test de Fisher.

Respecto a la aflatoxigenicidad de la poblacion de A. flavus aislada de suelo del
campo de Espinillos antes de la aplicacion de los bioformulados, se observé en todas
las parcelas, un alto porcentaje de cepas productoras de AFs. Los porcentajes de cepas
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aflatoxicogénicas encontradas en cada una de las parcelas oscilaron entre 50 y 100%
(Grafico 2). Debido a la baja frecuencia de aislamiento de Aspergillus seccion Flavi a
partir de las muestras de suelo pre-inoculacién (Tabla 4), durante el desarrollo de la
experiencia se presento la dificultad de aislar un nimero de cepas lo suficientemente
representativo para determinar la proporcion de individuos aflatoxicogénicos en el
campo. Sin embargo, el nimero de datos obtenidos se consideran adecuados para un
screening general. La recuperacién de cepas productoras de AFs fue significativamente
diferente en todas las parcelas, encontrandose el porcentaje mas bajo en aquélla
destinada a la aplicacion del tratamiento con la cepa AFCHG2 (tratamiento 1) y el mas
alto en la parcela destinada al tratamiento con el inoculante a base de la cepa ARG5/30
(tratamiento 3).

Al momento de la cosecha en las muestras del ensayo realizado en Espinillos
(Gréfico 2) se observa que la recuperacion de cepas aflatoxicogénicas aisladas de
suelo disminuyé en todas las parcelas inoculadas respecto al momento previo a la
inoculacién. En las parcelas tratadas con el inoculante simple a base de la cepa
AFCHG2 (tratamiento 1), las inoculadas con el bioformulado mixto a base de AFCHG2
+ ARG5/30 (tratamiento 2), y las tratadas con el inoculante simple a base de ARG5/30
(tratamiento 3), los porcentajes de cepas productoras de AFs disminuyeron un 60, 72,5
y 70%, respectivamente, en comparacion con los resultados obtenidos del muestreo
pre-inoculacion. El porcentaje de cepas aflatoxicogénicas en las parcelas control al
momento de la cosecha fue superior a los demas porcentajes de todas las parcelas
tratadas. Ademas se observd un aumento del 28% en la recuperacion de cepas
toxicogénicas en la parcela control al momento de la cosecha respecto al suelo evaluado
para esta misma parcela al inicio del ensayo. A partir de estos resultados, se infiere que
las cepas potencialmente biocontroladoras, utilizadas en las formulaciones de los
inoculantes, fueron capaces de competir con las cepas de A. flavus nativas y colonizar
el suelo, ganando nutrientes esenciales y el sitio de infeccion, y desfavoreciendo el
desarrollo de las cepas toxicogénicas nativas.

Los resultados obtenidos de la capacidad aflatoxicogénica de las cepas de A.
flavus aisladas de granos de maiz de los ensayos realizados en los campos de Espinillos

y de Achiras, se representan en el Grafico 3.
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Grafico 3. Capacidad aflatoxicogénica de las cepas de Aspergillus flavus aisladas de las

muestras de grano de los ensayos realizados en los campos de Espinillos y de Achiras.
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ESPINILLOS ACHIRAS

Las parcelas tratadas con AFCHG2, AFCHG2 + ARG5/30, ARG5/30 y la parcela control sin
inocular, corresponden a los tratamientos 1, 2, 3 y C, respectivamente.

Las letras distintas (a-d) indican diferencias estadisticamente significativas (P<0,05) en
cada uno de los ensayos, segun el test de Fisher.

Respecto a las muestras de los granos de maiz obtenidos en el ensayo de
Espinillos provenientes del control sin inocular mostraron un porcentaje de cepas
aflatoxicogénicas significativamente menor (10%) que en aquellas muestras de los
demas tratamientos (30 — 50%) (Grafico 3). La mayor recuperacion de cepas de A.
flavus productoras de AFs se observé en los granos correspondientes a los tratamientos
con los in6culos simples (tratamiento 1y 3, 50%). El bioformulado mixto a base de las
cepas AFCHG2 + ARG5/30 (tratamiento 2) mostrdé un 30% de cepas productoras de
AFs.

Comparando los niveles de cepas toxicogénicas obtenidos al comienzo del ensayo
(muestreo pre-inoculacién) en suelo y los niveles de cepas toxicogénicas en granos
(Gréfico 2y 3), al final del ensayo de Espinillos, se observa que en las parcelas tratadas
con el in6culo simple a base de la cepa ARG5/30 (tratamiento 3) y las tratadas con el
in6bculo mixto (tratamiento 2), este porcentaje disminuye un 50 y 58,75%,
respectivamente, mientras que en el tratamiento con el indculo simple a base de la cepa
AFCHG2 (tratamiento 1) el porcentaje de cepas aflatoxicogénicas al inicio y al final del
ensayo se mantuvo igual. Esta disminucion del porcentaje de infeccion con cepas
toxicogénicas en los tratamientos con el inéculo mixto AFCHG2 + ARG5/30 y con el
indculo simple ARG5/30 podria deberse a que no todas las cepas aflatoxicogénicas

aisladas en el suelo pre-inoculacion tienen la capacidad de infectar los granos de maiz.
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Una posible causa de esto es el efecto biocontrolador de estos formulados, es decir que
las cepas aplicadas en los bioformulados compiten con las cepas nativas toxicogénicas
impidiéndoles infectar los granos.

Respecto a las muestras de suelo del campo de Achiras en el momento previo a
la aplicacion de los bioformulados, no se observa una distribucion homogénea de cepas
aflatoxicogénicas entre todas las parcelas (Grafico 2). En este momento de muestreo,
en las parcelas destinadas al tratamiento con el indculo simple AFCHG2 (tratamiento 1)
se encontré que el 100% de las cepas de A. flavus aisladas fueron productoras de AFs,
en las parcelas destinadas al inéculo mixto (tratamiento 2) y en aquéllas destinadas al
in6culo simple a base de ARG5/30 (tratamiento 3) se encontrd que el 50% de las cepas
aisladas e identificadas como A. flavus fueron productoras de AFs. En la parcela control
no se recuperaron cepas aflatoxicogénicas. Al momento de la cosecha, en las muestras
de suelo, se observé un desplazamiento de las cepas toxicogénicas en aquellas
parcelas inoculadas. En las parcelas tratadas con el inoculante simple a base de la cepa
AFCHG2 (tratamiento 1) el porcentaje se redujo un 77,78%, en las parcelas inoculadas
con el bioformulado simple a base de la cepa ARG5/30 (tratamiento 3) el porcentaje se
redujo un 75% y en las parcelas tratadas con el inoculante mixto a base de las cepas
AFCHG2 + ARG5/30 (tratamiento 2) solamente se redujo un 20%. A su vez, los
porcentajes de cepas toxicogénicas obtenidos en las parcelas inoculadas con los
bioformulados simples (Grafico 2), fueron menores al encontrado en la parcela control.
Por el contrario, la parcela inoculada con el bioformulado mixto mostré un porcentaje de
cepas aflatoxicogénicas mayor al observado en el control. Esto puede atribuirse a que
en estas dos parcelas la distribucién de cepas toxicogénicas al inicio del ensayo era
desigual. Sin embargo, considerando los datos obtenidos al momento del primer
muestreo para la aplicacién del bioformulado mixto y para la parcela control, los
resultados son razonables ya que en el primer caso, el porcentaje de cepas
toxicogénicas disminuye posiblemente por efecto de las cepas potencialmente
biocontroladoras. En el control se observa un incremento debido tal vez a alguna fuente
de in6culo del propio ecosistema, que logré colonizar el suelo sin la presencia de una
cepa biocontroladora como competidora. El hecho de que existan diferencias
significativas en el porcentaje de cepas toxicogénicas aisladas de suelo al momento de
la cosecha podria deberse, por un lado a que la carga de cepas toxicogénicas inicial era
diferente entre las parcelas, y por otro lado, al comportamiento diferencial de cada una
de las cepas no toxicogénicas evaluadas de manera independiente o combinadas en el
in6culo mixto. Cuando las cepas potencialmente biocontroladoras se aplican juntas
(inoculante mixto), no tienen la misma capacidad para colonizar el suelo y/o infectar

granos, y competir con las cepas de A. flavus toxicogénicas nativas.
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En cuanto al andlisis de los granos de maiz del campo de Achiras se observa que
a pesar de que hubo un bajo porcentaje de infeccion con Aspergillus seccion Flavi
(Grafico 1) en todos los tratamientos e incluso en las parcelas control, los porcentajes
de cepas aflatoxicogénicas fueron altos, excepto en las parcelas tratadas con el inéculo
simple a base de AFCHG2 (tratamiento 1), que presentd un 25% de cepas
aflatoxicogénicas. Del total de las cepas de A. flavus aisladas de granos de las parcelas
tratadas con el indculo simple a base de ARG5/30 (tratamiento 3) y de las parcelas
tratadas con el indculo mixto a base de AFCHG2 + ARG5/30 (tratamiento 2) un 88,89%
fueron aflatoxicogénicas, en cada caso. Los granos de las parcelas control presentaron
un 71,43% de cepas aflatoxicogénicas (Grafico 3). No era de esperar que en los granos
en los que se aplicd una o dos cepas no toxicogénicas potencialmente biocontroladoras
(tratamientos 2 y 3), el porcentaje de aislamiento de cepas toxicogénicas fuese mayor
que en el control. Sin embargo, este resultado puede asociarse a la carga inicial de
in6culo de cepas toxicogénicas en el suelo. Por otra parte, comparando los tres
tratamientos ensayados, se observa que la aplicacion de la cepa AFCHG2 de manera
individual (tratamiento 1) mostrd granos infectados con un nivel de cepas productoras
de AFs significativamente menor al observado para el control, a pesar de que el
porcentaje de cepas toxicogénicas aisladas de suelo inicialmente era elevado. Por lo
tanto, se podria inferir que la cepa AFCHG2 es capaz entonces, de colonizar el suelo,
competir con cepas toxicogénicas nativas y lograr infectar granos de maiz, impidiendo
que cepas productoras de AFs infecten antes este sustrato. En otras palabras, hasta
esta instancia, el bioformulado en base a la cepa AFCHG2 seria el mejor candidato
como agente de control bioldgico para el control de AFs en cultivo de maiz.

En términos generales, en ambos campos al momento de la cosecha, el
porcentaje de cepas de A. flavus aflatoxicogénicas aisladas de suelo de las parcelas
tratadas fueron menores a los porcentajes de cepas de A. flavus productoras de AFs
encontradas en esas mismas parcelas al momento previo a la aplicacién de los
bioformulados. Ademas, el porcentaje de cepas aflatoxicogénicas en suelo de los
controles aumentd en el momento de la cosecha, respecto al muestreo de suelo inicial
en ambos ensayos. Una diferencia observada entre ambos campos al momento de la
cosecha fue que en el ensayo de Espinillos, la parcela control (sin inocular) presenté un
porcentaje significativamente mayor de cepas toxicogénicas en comparacion con las
parcelas tratadas. En el ensayo de Achiras, en las muestras de suelo al momento de la
cosecha, la parcela control presentdé un porcentaje significativamente mayor de cepas
productoras de AFs que las parcelas inoculadas con ambas cepas potencialmente
biocontroladoras de manera independiente (tratamiento 1 y 3), pero sin diferencias

significativas respecto a la parcela inoculada con el bioformulado mixto (tratamiento 2).
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En cuanto al porcentaje de cepas de A. flavus productoras de AFs en granos de
maiz, se observa que el comportamiento de las cepas atoxicogénicas evaluadas no fue
el mismo en ambos campos ensayados. Los resultados obtenidos podrian atribuirse a
la gran influencia de los distintos factores meteorol6gicos o bien de otras variables que
no son posibles de controlar durante la realizacion de un ensayo a campo. Cabe
destacar que, si bien ambos campos estan situados en la misma provincia de Cérdoba,
las condiciones climéticas varian mucho de una region a otra.

Respecto a los niveles de produccion de AFs de las cepas de A. flavus aisladas
de las muestras de suelo al inicio de estos ensayos, en Espinillos los niveles promedio
fueron: 3,9 ng/ml para la parcela destinada al bioformulado a base de la cepa AFCHGZ2,
886,23 ng/ml para la parcela destinada a la aplicacién del inéculo mixto, 535,18 ng/ml
en la parcela destinada al tratamiento con el inéculo simple a base de la cepa ARG5/30,
y 42,92 ng/ml para las parcelas control. Al momento de la cosecha, en las muestras de
suelo del campo de Espinillos estos valores fueron los siguientes: en las parcelas
tratadas con el inoculante simple a base de la cepa potencialmente biocontroladora
AFCHG2, el promedio de concentracibn de AFs de las cepas aflatoxicogénicas
encontrado fue de 3,56 ng/ml; en aquéllas tratadas con el bioformulado mixto a base de
las cepas AFCHG2 + ARG5/30, de 2,73 ng/ml; en aquéllas inoculadas con el inéculo
simple a base de la cepa ARG5/30, de 2,48 ng/ml; y por ultimo el de las cepas aisladas
de las parcelas control fue de 267,83 ng/ml. En las muestras de granos de maiz de
Espinillos las cepas aflatoxicogénicas aisladas de las parcelas inoculadas con el
bioformulado simple AFCHG2 tuvieron la capacidad de producir AFs a una
concentracion promedio de 64,85 ng/ml, las cepas de A. flavus aisladas de las parcelas
inoculadas con el bioformulado mixto produjeron AFs a un nivel promedio de 2048,22
ng/ml, las tratadas con el inoculante simple ARG5/30 tuvieron la capacidad de producir
AFs a una concentraciéon promedio de 5019,59 ng/ml, mientras que en las parcelas
control la producciéon media fue de 3304,89 ng/ml.

Las cepas de A. flavus aflatoxicogénicas aisladas de suelo pre-inoculacion del
campo de Achiras, produjeron menor cantidad de AFs que las aisladas en el mismo
momento en las muestras del campo de Espinillos. En las parcelas destinadas al
tratamiento con el inéculo simple a base de la cepa AFCHG2 las cepas aflatoxicogénicas
produjeron en promedio 26,98 ng/ml de AFs; aquéllas aisladas en las parcelas
destinadas al in6culo mixto a base de AFCHG2 + ARG5/30 produjeron 10,01 ng/ml de
AFs; las aisladas de las parcelas destinadas al tratamiento con el in6culo simple a base
de ARG5/30 produjeron en promedio 3,30 ng/ml. En este andlisis no se encontraron
cepas aflatoxicogénicas en la parcela control, como se indicé anteriormente en el

Grafico 2. Al momento de la cosecha, respecto a los niveles de produccion de AFs de
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las cepas de A. flavus aisladas de las muestras de suelo del campo de Achiras, los
niveles promedio fueron: 2,02 ng/ml para la parcela destinada al bioformulado a base
de la cepa AFCHG2, 1,64 ng/ml para la parcela destinada a la aplicacién del inéculo
mixto, 3405,45 ng/ml en la parcela destinada al tratamiento con el in6culo simple a base
de la cepa ARG5/30, y 2269,53 ng/ml para las parcelas control. Respecto a las cepas
aflatoxicogénicas aisladas de granos en el ensayo de Achiras, las cepas de A. flavus
aisladas de la parcela tratada con el in6culo simple a base de la cepa AFCHG2
produjeron una concentracion promedio de AFs de 10,34 ng/ml, las aisladas en las
parcelas tratadas con el bioformulado mixto, de 920,26 ng/ml, las aisladas de las
parcelas inoculadas con el bioformulado simple ARG5/30, de 687,98 ng/ml, y las cepas
aisladas de granos de las parcelas control, produjeron una concentracion de AFs de
50,07 ng/ml.

El segundo estudio de monitoreo de las cepas potencialmente biocontroladoras
aplicadas en los ensayos a campo fue el andlisis de grupos de compatibilidad vegetativa
(GCVs). Debido a la magnitud de este ensayo, a los resultados anteriores y a que las
condiciones meteoroldgicas y del cultivo en Achiras no fueron las habituales de la zona
respecto a caida de granizo y heladas, e incluso la presencia de malezas poco
frecuentes, se seleccion6 el ensayo de Espinillos como Unico campo a evaluar en esta
instancia.

Las cepas AFCHG2 y ARG5/30 pertenecen a un mismo GCV que incluye
Unicamente cepas no toxicogénicas (Barros y col., 2006 a). Todas las cepas de A. flavus
evaluadas en este andlisis (33 cepas) presentaron colonias con las caracteristicas
tipicas de “sectoreo” alrededor del punto de siembra en la placa de Petri con agar
Czapek con la adicién de clorato de potasio, aproximadamente entre los 7 y los 12 dias
de incubacioén. Se logré generar al menos dos o tres mutantes nit autocomplementarias
solamente de 21 cepas, ya que las demas cepas sélo generaron mutantes niaD, incluso
bajo concentraciones diferentes de clorato de potasio. La Fig. 18 muestra un ejemplo
de la fenatipificacion de las mutantes obtenidas (A — D), la seleccion de testers para ser
utilizados en los cruzamientos con mutantes de otras cepas (E), y dichos cruzamientos
entre mutantes obtenidas a partir de diferentes cepas (F). En esta misma figura (parte
E), se observan dos mutantes de ARG5/30 que autocomplementan, por lo que fueron

empleadas como testers en los ensayos de complementacién posteriores.
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Figura 18. Analisis de los grupos de compatibilidad vegetativa. A, B, C y D: medios de fenotipificacion de
mutantes. A: agar tartrato, B: Cz (mutantes niaD), C: agar nitrito (mutante nirA), D: agar hipoxantina
(mutantes cnx), E: seleccion de mutantes (nirA o cnx, niaD) (testers) de ARG5/30 en medio minimo para
los cruzamientos con mutantes de otras cepas, F: cruzamientos entre mutantes de distintas cepas en medio
minimo (ARG5/30 cnx o nirA, ARG5/30 niaD, una mutante niaD de una cepa de A. flavus y una mutante
chx o nirA de esa misma cepa de A. flavus.

En total se obtuvieron 286 mutantes de las cepas seleccionadas para llevar a cabo
el andlisis de GCV, de las cuales el 81,47% (233 mutantes) fueron niaD, el 13,29% (38)
fueron nirA, y el 5,24% (15 cepas) resulté ser cnx. Unicamente 13 de las 33 cepas en
andlisis produjeron mutantes cnx. Dado que el tipo de mutantes cnx generalmente
proporciona reacciones de complementacion mas evidentes al ser enfrentada a una
mutante niaD (Correll y col., 1987), para estas 13 cepas se seleccionaron estas
mutantes cnx en vez de las nirA para los ensayos de auto-complementacion. Sin
embargo, las mutantes cnx se logran recuperar con baja frecuencia en A. flavus
(Bayman y Cotty, 1991 a). Todas las cepas que formaron mutantes complementarios
fueron denominadas mutantes autocompatibles.
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La proporcién de cada tipo de mutante nit obtenida en el presente trabajo coincide
con los resultados obtenidos por Barros y col., 2006 b (81% niaD, 14% nirA, 5% cnx) y
aqueéllos obtenidos por Alaniz Zanon y col., 2016 (76,2% niaD, 20,3% nirA 'y 3,4% cnx).
A pesar de que aun no se conoce bien el mecanismo por el cual las proporciones de
mutantes nit son desiguales, se cree que podria existir alguna relacion con el tamafio
fisico de los genes involucrados o bien con el hecho de que algunos loci sean més
susceptibles a mutaciones (Barros y col., 2006 b).

De acuerdo a los ensayos de complementacién, se observd que ninguna de las
cepas de A. flavus no toxicogénicas aisladas de suelo al inicio del ensayo a campo
fueron compatibles vegetativamente con las cepas biocontroladoras, mientras que al
momento de la cosecha, el 60% de las cepas evaluadas pertenecieron a este GCV
aplicado en el campo. En la parcela tratada con el indculo simple a base de la cepa
AFCHG2 (tratamiento 1) un 75% de las cepas pertenecieron al mismo GCV que la cepa
aplicada. En la parcela tratada con el in6culo mixto (tratamiento 2) el 33,33% de las
cepas no toxicogénicas recuperadas pertenecieron al mismo GCV que las cepas
AFCHG2 y ARG5/30 incluidas en el bioformulado. Finalmente, en la parcela tratada con
el bioformulado simple a base de la cepa ARG5/30, el 80% de las cepas aisladas
estuvieron incluidas en el mismo GCV que la cepa aplicada.

Los resultados obtenidos en el presente estudio fueron favorables, ya que antes
de la aplicacion de los bioformulados, al momento inicial del ensayo, las cepas de A.
flavus no toxicogénicas aisladas de suelo pertenecian a otros GCV diferentes al de las
cepas potencialmente biocontroladoras evaluadas. Tras la aplicacion de los in6culos al
suelo, se observé un aumento en el nimero de cepas recuperadas pertenecientes al
GCV aplicado. Mediante este tipo de monitoreo, se pudo confirmar que la disminucion
en los porcentajes de cepas productoras de AFs aisladas de suelo al momento de la
cosecha en el campo de Espinillos (Gréafico 2), o dicho de otro modo, el aumento de la
proporcion de cepas no aflatoxicogénicas, se debe a la adicion de las cepas AFCHG2 y
ARG5/30 aplicadas individualmente o como inéculo mixto. Es decir, las cepas no
toxicogénicas encontradas a campo son clones de las mismas cepas aplicadas en el
ensayo. Nuevamente, se puede inferir que estas cepas potencialmente biocontroladoras
compiten con las cepas toxicogénicas de A. flavus residentes del suelo, y reducen el
riesgo de contaminacion con AFs en los granos de maiz, desplazando a las cepas de A.

flavus aflatoxicogénicas nativas.
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A partir de las muestras de maiz recolectadas de los tratamientos y los controles de
los ensayos realizados en ambos campos, se evalud la incidencia de AFB1 en los

granos. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Incidencia natural de aflatoxina B1 en los granos de maiz.

Concentracion final de AFB;
Tratamiento Bioformulados (ng/g de maiz)*
Espinillos Achiras
1 AFCHG2 ND ND
2 AFCHG2 + ARG5/30 ND ND
3 ARG5/30 ND ND
C Sin inocular 10,92 ND

*El valor informado de concentracion final de AFB1 es el promedio de 6 determinaciones.
C: control.
ND: no detectado (limite de deteccién: 1 ng/g).

En el ensayo de Espinillos solamente los granos recolectados de las parcelas
control presentaron contaminacion natural con AFBi. Considerando que el limite de
deteccion de la técnica fue de 1 ng/g de maiz para AFB1, en ninguno de los tratamientos
se observaron niveles detectables de esta micotoxina. Esto podria atribuirse a que las
cepas potencialmente biocontroladoras utilizadas en los bioformulados lograron
competir con las cepas de A. flavus nativas aflatoxicogénicas, posiblemente
desplazandolas e impidiendo que contaminaran los granos de maiz. Los datos
presentados y discutidos en los incisos anteriores sustentan este resultado. Las AFs
detectadas en los controles provienen de cepas nativas de A. flavus y/o A. parasiticus
toxicogénicas que no compitieron con las cepas biocontroladoras no aflatoxicogénicas,
ya que en estas parcelas no se aplicé ninguno de los bioformulados. En el campo de
Achiras no se detectd contaminacion natural con AFs en los granos de maiz en ninguna
de las parcelas tratadas ni de los controles sin inocular. Este resultado podria deberse
a que las condiciones meteoroldgicas en este campo no fueron predisponentes para la
produccion de AFs por parte de las cepas toxicogénicas nativas.

En un estudio previo realizado en Argentina por Alaniz Zanon y col. (2013) en un
campo de mani situado en la localidad de Las Acequias se detectaron reducciones de
un 71% en los niveles de AFs, utilizando también la cepa AFCHG2. En afios posteriores,
en Tartagal (provincia de Salta) se observé una reduccibn aun mayor de la

contaminacién con AFs en mani, de alrededor del 86%. En este Ultimo estudio, los
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indculos més efectivos fueron aquéllos basados en la combinacién de cepas no
toxicogénicas de A. flavus. Las cepas aca utilizadas fueron: AFCHG2, AR27 y ARG100
(Alaniz Zanon y col.,, 2016). Respecto a otros estudios realizados en maiz, un
bioformulado a base de la cepa ARG5/30, mostré una reduccion de AFs en maiz del
59% en un ensayo de competencia in situ (Alaniz Zanon y col., 2018). En un estudio
similar, Mehl y Cotty (2010) evaluaron la capacidad competitiva de diferentes GCVs y
observaron una reduccion de AFs en los granos de maiz del 57 — 88%. Ademas,
Atehnkeng y col. (2008 b) demostraron una reduccién de AFs del 70 — 99% al co-
inocular una cepa no aflatoxicogénica con una aflatoxicogénica. La agresividad, la
capacidad de infeccion y la capacidad de prevenir la contaminacion del grano con AFs
pueden estar influenciadas no sélo por el huésped sino también por las caracteristicas
intrinsecas de cada cepa (Horn y Dorner, 1999; Horn, 2005 b).

En un estudio realizado por Dorner y col. (1999) se probé la misma estrategia de
control biolégico en maiz durante 4 afios, logrando reducciones de AFs de hasta 87%
cuando se aplic6 una combinacion de cepas no toxicogénicas de A. flavus y A.
parasiticus aplicadas al suelo.

Abbas y col. (2006) llevaron a cabo un estudio sobre biocontrol de AFs en maiz
por inoculacion con cepas no aflatoxicogénicas de A. flavus. El estudio fue realizado a
campo durante 4 afios (2001 — 2004), en Estados Unidos. La inoculacion con la cepa no
aflatoxicogénica K49 redujo los niveles de AFs en maiz en un 58 y 76% en 2001 y 2002,
respectivamente, en relacion con los controles no inoculados, mientras que el porcentaje
de AFs en maiz en las parcelas inoculadas con la cepa no aflatoxicogénica CT3, se
redujo en un 86 y 61% en 2001 y 2002, respectivamente, en relacion con los controles
sin inocular. En 2001, el porcentaje de AFs en maiz de las parcelas inoculadas con la
cepa aflatoxicogénica F3W4 fue 188% mas que el porcentaje de AFs en el maiz de las
parcelas no inoculadas, mientras que en 2002 los niveles de AFs en los granos de maiz
de las parcelas inoculadas con F3W4 y el de los granos de maiz de las parcelas control,
fueron similares. Tanto en 2001 como en 2002, los niveles de AFs en maiz de las
parcelas inoculadas con el inéculo mixto (CT3 + K49 + F3W4) fueron mas bajos que los
obtenidos en las parcelas inoculadas con la cepa aflatoxicogénica sola. En 2003 y 2004,
cuando hubo bajos niveles de infeccion natural por AFs, en las parcelas inoculadas con
F3W4 los niveles de AFs aumentaron. El maiz de las parcelas inoculadas con mezclas
de K49 o CT3 con F3W4 tenia porcentajes mas bajos de AFs, 65 y 94%,
respectivamente, en comparacién con F3W4 solo. Los niveles de AFs en el maiz de las
parcelas inoculadas con una mezcla de K49 y F3W4 fueron mas bajos que los de las
parcelas inoculadas con una mezcla de cepas CT3 y F3W4, lo que indica que K49 es

quizas un competidor mas agresivo que CT3.
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En un estudio realizado a campo en Estados Unidos entre 2007 y 2009, para
evaluar la competitividad de cepas no aflatoxicogénicas de A. flavus potencialmente
biocontroladoras de AFs en maiz, los resultados demostraron que la cepa no
aflatoxicogénica K49 desplaz6 efectivamente a las cepas toxicogénicas a diversas
concentraciones o combinaciones. La reduccion de AFs en maiz fue mayor en los
granos de la parcela inoculada con la cepa no aflatoxicogénica K49 y de la parcela
inoculada con la cepa no aflatoxicogénica NRRLL 21882 en comparacién con los granos
de la parcela inoculada con la cepa no aflatoxicogénica AF36. Cuando se co-inocularon
las cepas K49 y NRRL 21882 con K54 y F3W4 (cepas productoras de AFs), los niveles
de AFs se redujeron 83 — 98%, respectivamente. En contraste, AF36 redujo los niveles
de AFs en un 20% con F3W4 y 93% con K54. Estos resultados, indican, como lo
mencionado en el parrafo anterior, que la cepa K49 podria ser efectiva para reducir los
niveles de AFs en el maiz. La cepa NRRL 21882 también logra reducir las AFs, con lo
gque ambas cepas pueden utilizarse para biocontrol (Abbas y col., 2011 b).

En otro estudio, en Nigeria, llevado a cabo por Atehnkeng y col. (2008 a), se evalu6
la reduccion de AFs en maiz en experimentos de competencia en granos y en estudios
de campo, utilizando como in6culo cepas de A. flavus atoxicogénicas y otra
toxicogénica. Los resultados obtenidos en cuanto a los niveles de AFs en maiz, fueron
una reduccioén de entre 70,1 y 99,9%.

El porcentaje de reduccion de la acumulacion de AFs en el presente trabajo fue
del 100% en el ensayo llevado a cabo en Espinillos. Comparando este resultado con los
porcentajes de reduccion mencionados en parrafos anteriores, se observa que es el mas
elevado, siendo un resultado favorable.

Considerando que previo a la realizacion del ensayo a campo en Achiras, no se
detecto la presencia de cepas productoras de AFs en las parcelas control (Gréafico 2),
era légico esperar que no se detectara contaminacién con AFs en los granos de la
misma parcela al momento de la cosecha. Esto, sumado a que las condiciones

meteoroldgicas no resultaron ser favorables para dicha contaminacion.
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Conclusiones y Perspectivas futuras

En el presente trabajo se lograron preparar y evaluar bioformulados a base de
in6culos simples y de un in6culo mixto, constituidos por las cepas de Aspergillus flavus
no aflatoxicogénicas nativas de la provincia de Coérdoba AFCHG2 y ARG5/30. Se
llevaron a cabo ensayos a campo en cultivo de maiz, a partir de los cuales se concluye
lo siguiente:

e Los tres bioformulados ensayados lograron colonizar el suelo de los campos
donde se realizaron los ensayos, observandose esto en el aumento en el nimero
de colonias de Aspergillus seccién Flavi aisladas en el suelo al momento de la
cosecha respecto a las aisladas de las muestras de suelo pre-inoculacion.

e En relacién a los porcentajes de infeccion de los granos cosechados con
Aspergillus seccion Flavi observados en las muestras de ambos campos, con las
formulaciones simples se obtuvo una infeccién de los granos mayor que con la
formulacion mixta (AFCHG2 + ARG5/30). Es decir, las cepas de A. flavus
evaluadas interactuarian entre si en el ecosistema favoreciendo o dificultando la
invasion de los granos de maiz.

o Las cepas de A. flavus no aflatoxicogénicas utilizadas en las formulaciones de
los tres bioformulados fueron capaces de competir con las cepas de A. flavus
nativas y colonizar el suelo, logrando desplazar las cepas aflatoxicogénicas
nativas en suelo. Esto se confirma a través de los porcentajes de cepas de A.
flavus toxicogénicas encontradas al momento de la cosecha.

¢ El monitoreo a través de los grupos de compatibilidad vegetativa (GCVs) fue (util
para confirmar el desplazamiento de las cepas toxicogénicas por las no
toxicogénicas. Se confirma asi que el aumento en los porcentajes de las cepas
no aflatoxicogénicas aisladas de suelo al momento de la cosecha en el campo
de Espinillos, se debe a la adicion de las cepas AFCHG2 y ARG5/30 aplicadas
en inéculos simples o mixto. Entonces, se infiere que las cepas no toxicogénicas
de A. flavus encontradas a campo serian clones de las mismas cepas aplicadas
en el ensayo.

e Latasa de in6culo aplicado al suelo (20 kg/ha) fue suficiente para generar dicho
desplazamiento.

e En el ensayo llevado a cabo en Espinillos, se observo que los bioformulados

evaluados lograron desplazar a las cepas aflatoxicogénicas nativas también en
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los granos de maiz, ya que los porcentajes de A. flavus toxicogénicos en los
granos de maiz, en general disminuyeron en comparacion con los porcentajes
obtenidos al inicio del ensayo. Seria interesante realizar repeticiones de estos
analisis.

e Si Unicamente se tuviera en cuenta el ensayo de Espinillos, donde las
condiciones meteoroldgicas y del cultivo fueron las habituales para la zona,
podria inferirse que los tres bioformulados evaluados seria buenos candidatos
como agentes de control biolégico de aflatoxinas en maiz, observando un 100%
de reduccion de la acumulacién de AFB1 en los tres tratamientos. Sin embargo,
considerando los resultados obtenidos en ambos campos, y los porcentajes de
cepas de A. flavus productoras de toxinas en las muestras de granos y de suelo
al momento de la cosecha, el bioformulado simple a base de la cepa AFCHG2
fue el mas efectivo para desplazar a las cepas toxicogénicas nativas de los
campos, por lo que resulta de interés para ser empleado como agente de control

biolégico.

e En estudios futuros podria evaluarse el efecto de la aplicaciébn de estos
bioformulados sobre el microbioma presente en el suelo y en los granos de maiz,
ya que muchos de los microorganismos del suelo cumplen roles benéficos para
el cultivo y seria interesante conocer la interaccion de dicho microbioma con los
agentes de control biolégico en base a cepas no toxicogénicas.

e En ensayos a campo posteriores podria analizarse la composicion quimica del
suelo ya que estos datos aportarian informacién relevante para una

interpretacion mas completa de los resultados que se obtengan.
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