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RESUMEN

La fusariosis es una de las enfermedades fangicas mas importante que afectan a la cebada y al
trigo en todo el mundo. Si bien la enfermedad causa una disminucién del rendimiento y la
calidad de las semillas, las micotoxinas que pueden acompafar la enfermedad representan un
riesgo toxicoldgico para la salud de los consumidores. La utilizacion de agentes de control
biolégico surge como una alternativa a los métodos tradicionales de control fungico y/o
toxicologico, que ademas, es una estrategia amigable con el medioambiente y favorece la
salud humana. Los objetivos del presente trabajo fueron: 1) determinar la ocurrencia de las
especies del complejo Fusarium graminearum y Fusarium poae en cebada cervecera en
Argentina y caracterizar las cepas aisladas en base a sus perfiles toxicogénicos, 2) determinar
la incidencia natural de deoxinivalenol en granos de cebada y 3) evaluar in vitro la interaccion
entre diferentes cepas de Lactobacillus plantarum y Bacillus spp. contra F. graminearum sensu
stricto y F. poae como estrategia de biocontrol. Los resultados obtenidos demostraron que los
porcentajes de infeccion del género Fusarium fueron altos en las cuatro zonas geograficas
evaluadas, Ferré, Bigand, Carcarafia y Victoria. La identificacion morfolégica revelé que las
especies del complejo F. graminearum se aislaron con alta frecuencia en todas las zonas
estudiadas, mientras que F. poae presento una incidencia menor y fue aislado sélo en las
regiones Ferré y Bigand. La variedad de cebada fue importante en la susceptibilidad fungica,
principalmente para F. poae. Mediante el secuenciamiento del gen del factor de elongacion 1a
se demostré que la principal especie aislada del complejo F. graminearum fue F. graminearum
sensu stricto y se confirmé que todas las cepas identificadas morfolégicamente como F. poae
pertenecian a dicha especie. Ambas especies se diferenciaron en cuanto a sus perfiles
toxicogénicos, el 91% de las cepas de F. graminearum sensu stricto produjeron de forma
simultanea tricotecenos del grupo B, con nivele de produccién altos de deoxinivalenol; mientras
que, el 100% de las cepas de F. poae produjeron nivalenol en niveles altos. La incidencia
natural de DON en cebada cervecera en las zonas de estudio demostré que, en las muestras
analizadas se detect6 DON en bajos niveles. Los resultados de las interacciones in vitro
demostraron una dominancia a distancia (4 5/0) entre B. velezensis RC218 con todas las cepas
de F. graminearum sensu stricto y F. poae. En las interacciones entre B. subtilis subsp.
inoquosorum con F. graminearum y F. poae se observé dominancia por contacto (I4 4/0) y, en
las interacciones entre las cepas L. plantarum Fpav, LpW con ambas cepas de F. graminearum
y entre la cepa L. plantarum Fpav y F. poae FRC42 se observé dominancia por contacto. En
base a los resultados obtenidos se puede concluir que la presencia de las principales especies
fungicas causantes de la fusariosis de cebada, F. graminearum sensu stricto y F. poae y sus
perfiles toxigénicos podrian representar un riego de contaminacion de los granos de cebada
destinados a la industria cervecera. El uso de cepas de B. velezensis, Bacillus spp. y L.
plantarum como agentes de biocontrol constituyen una estrategia promisora para inhibir el

crecimiento de F. graminearum sensu stricto y F. poae en cebada.
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Caracteristicas del cultivo de cebada

La cebada (Hordeum vulgare L.) es una planta anual monocotiledonea
perteneciente a la familia de las poaceas y constituye uno de los principales cereales
en Argentina estratégicamente importante para la sustentabilidad del sistema agricola.
La mayor parte del cultivo de cebada se concentra en la region pampeana, siendo
Buenos Aires la principal provincia productora, seguida de La Pampa, Santa Fe y
Cérdoba (Figura 1) (https://www.bcr.com.ar/es/mercados/investigacion-y-

desarrollo/informativo-semanal/noticias-informativo-semanal/como-se).
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Para el cultivo de cebada se utiliza la especie Hordeum vulgare subsp. vulgare.
Esta especie puede ser empleada con diferentes propositos donde, para la
elaboracion de cerveza, se utilizan mayormente las variedades de cebada con espigas
de dos hileras (Figura 2), denominadas comunmente cebadas cerveceras. En la
produccion de forraje para la alimentacibn animal, se utilizan mayormente las
variedades de cebada con espigas de seis hileras (Figura 2), llamadas cominmente
cebadas forrajeras. La cebada de dos hileras también es denominada como Hordeum
distichum, mientras que la cebada de seis hileras como Hordeum hexastichon, los
cuales son sinénimos utilizados normalmente para referirse a ellas
(https://www.agroindustria.gob.ar/sitio/areas/ss_mercados_agropecuarios/informes/per
fil-de-cebada-2019.pdf).
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Figura 2. Tipos de espigas o
“hileras” de cebada

La industria cervecera requiere de cebada con un porcentaje elevado de
granos grandes (calibre alto), un porcentaje de germinacion superior al 98 % y un
porcentaje de proteina que puede oscilar entre 10 y 11%, con una tolerancia de hasta
un 12% (http://www.alimentosargentinos.gob.ar/HomeAlimentos/Publicaciones
/revistas/nota.php?id=119). El contenido de proteinas superior al 12% da como
resultado un mayor contenido de proteinas solubles en el mosto, lo que hace que la
cerveza presente sabores indeseables. Por otro lado, un contenido de proteina mas
bajo generalmente se correlaciona con niveles bajos de carbohidratos y valores de
extracto mas bajos. Esto causa efectos adversos en la fermentacién, debido al
contenido bajo de aminoacidos disponible para la nutricion de la levadura. Cantidades
de glucanos bajas (<4%) se consideran Utiles en la elaboracién de cerveza, ya que
estabilizan la espuma de cerveza y mejoran las propiedades organolépticas de la
bebida, pero en cantidades mas altas causan problemas durante el malteado y la

elaboracion de la misma (Havlova y col., 2006; Krstanovic y col., 2016).

Produccion de cebada a nivel mundial y nacional

En la Ultima década la cebada se ha convertido en el quinto cereal mas
cultivado en el mundo. Actualmente, entre los productores mas importantes del
mercado se encuentran la Unién Europea, Rusia, Canada, Australia, Ucrania, Turquia,
y Kazajstan (Tabla 1). En el &mbito global el principal destino del grano de cebada ha
sido para el forraje y en un lugar secundario la industria alimenticia. En cambio, en
Argentina, el producto esti asociado en su mayor proporcion a la industria cervecera,

debido al aumento de la demanda de malta. Las variedades utilizadas en la industria



cervecera para la produccion de malta son varias: Shakira, Scarlett, Andreia, Danielle,
MP1012, entre otras. Tanto Andreia como Shakira son las que conforman casi la
totalidad del cultivo de cebada en Argentina. La variedad Andreia es actualmente la
dominante en la zona de cultivo desde el afio 2014, ocupando el 80% del total de
siembra(https://www.agroindustria.gob.ar/sitio/areas/ss_mercados_agropecuarios/infor
mes/perfil-de- cebada-2019.pdf).

Tabla 1. Produccién mundial de cebada cervecera.

2014/15 2015/16 2016/17 201718 2018/19*
Unidn Europea 60.609 62.095 59.978 39.064 37.250
Rusia 20026 17.083 17.547 20183 16.500
Canadd 7117 8§.257 8839 7.900 8.800
Australia §.646 §.993 13.506 8.900 7.800
Ucrania 9.450 8.751 9.874 8.693 7.600
Turquia 4.000 7.400 4.750 6.400 7.400
Kazajistan 2412 2675 3231 3.305 4.200
Argenting 2.900 4.940 3.300 3.740 4000
EEUT 3.953 4.750 4.353 3.090 3333
Iran 3.200 3.200 3.000 3.100 3.100
Marruecos 1.638 3.400 620 2.000 2.500
Etiopia 1933 2047 2.025 2100 2170
China 1810 1870 1732 1.800 1.830
India 1831 1613 1440 L7350 177
Bielorrusia 1.988 1549 1233 1420 L700
Argelia 1.300 1300 L.000 968 1400
Otros 9.151 9.552 10.699 9.856 9581
Total Mundial 141.984 149.775 147.167 144271 141.254

Argentina la produccién de cebada alcanz6 casi 4 millones de toneladas en las
campafias 2018/2019. El total exportado supera los 2 millones de toneladas, mientras
gue el afio pasado apenas alcanzaba las 676 mil toneladas. La cebada forrajera para
exportacion cambidé significativamente desde 163,5 mil toneladas en 2017/2018 a mas
de un millén de toneladas en la campafia 2018/2019. La industria adquirié cerca de
500 mil toneladas mas de cebada cervecera respecto al ciclo previo, lo que significé un
aumento considerablemente alto. Por otra parte, se destaca que Argentina es el
principal proveedor de malta de América del Sur, siendo Brasil el principal lugar de

destino. Las compras de cebada cervecera para exportacion (produccién de malta)



son levemente  superiores a la campafa 2017/2018 (Figura  3)

(https://www.bcr.com.ar/es/mercados/investigacion-y-desarrollo/informativo-

semanal/noticias-informativo-semanal/como-se-0).
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Figura 3. Destino de la cosecha de cebada.

La produccion de cebada durante la campafia 2018/2019 tuvo rendimientos
altos, buena calidad y precios altos. Sin embargo, en varias operaciones en la
provincia sureste de Buenos Aires, heladas tardias y exceso de lluvia durante la
floracion y cosecha produjo cebada de menor calidad que se comercializa para
piensos (a precios mas bajos) debido a la presencia de micotoxinas
(https://www.agroindustria.gob.ar/sitio/areas/ss_mercados_agropecuarios/informes/per
fil-de-cebada-2019.pdf).

La contaminacién de la cebada con hongos toxicogénicos

La calidad del grano de cebada para la produccion de malta y la elaboracién de
la cerveza podria verse dafiada por varios microorganismos fangicos (Laitila y col.,
2007). Las especies fungicas que colonizan los granos de cebada se encuentran
incluidas principalmente en los géneros Alternaria, Fusarium, Aspergillus y Penicillium
(Beccari y col., 2017; y col., Medina y col., 2006). Diversas especies pertenecientes a
estos géneros pueden colonizar y deteriorar los granos de cebada, ademas de
sintetizar micotoxinas (Ferrigo y col., 2016), produciendo una repercusion negativa en
la calidad de la malta y la elaboracién de la cerveza (Inoue y col., 2013; Oliveira y col.,
2013; Rodriguez Carrasco y col., 2015; Wolf-Hall, 2007).


https://www.bcr.com.ar/es/mercados/investigacion-y-desarrollo/informativo-semanal/noticias-informativo-semanal/como-se-0
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Entre los géneros de hongos tipicos que colonizan comunmente los granos de
cebada, el género Fusarium se considera la principal amenaza para la obtencion de
malta y cerveza cualitativamente buenas, pudiendo infectar durante la fase de cultivo,
el almacenamiento, el malteado y la elaboracion de cerveza, pudiendo biosintetizar
una amplia gama de micotoxinas y generando un deterioro de la calidad (Beccari y
col., 2017).

Los sintomas producidos por la infeccion de Fusarium se hacen evidentes
durante el proceso de malteado, particularmente durante las fases de remojo y
germinacion, donde se desarrolla el micelio blanco y aéreo, evitando asi la
germinacion del grano, el cual adquiere un color purpura intenso (Niessen y col.,
1991).

Segun Sarlin y col., (2005) y Schwarz y col., (2001), las infecciones producidas
por los hongos del género Fusarium pueden causar una reduccion en el peso del
grano, un aumento en el contenido de humedad, una prolongacién del tiempo de
sacarificacién y la velocidad de filtraciobn y un aumento en el contenido total de
proteina soluble y el contenido total de nitrégeno. El color del mosto, el color después
del tostado, la viscosidad, el nitrbgeno basico volatil y el valor del pH también son

susceptibles a cambio.

La infeccidon por Fusarium también afecta otros pardmetros de calidad de la
malta: menor peso del grano y capacidad germinativa, disminucion del rendimiento,
degradacién de las proteinas y el almidén, etc. (Schwarz y col., 2001; Vaughan y col.,
2005).

Género Fusarium

Las especies del género Fusarium se ubican en el phylum Ascomycota, familia
Nectriaceae, orden Hypocreales y clase Sordariomycetes (Aoki y col.,, 2014). Fue
descripto por primera vez por Link en 1809 y desde entonces, se han realizado varios
cambios en su taxonomia. Los miembros de este género pueden producir
enfermedades en plantas, humanos y animales domésticos. Son conocidos patégenos
del suelo, pero en algunos casos, pueden ser dispersados por el viento y la lluvia a
otros ecosistemas (citas). Ademas, Fusarium spp. producen una gran variedad de
metabolitos secundarios que estdn asociados con enfermedades de las plantas
(Fuente Leslie y Summerell, 2006).

Antes de 1997 la taxonomia y la sistemética de Fusarium spp. se basaban

exclusivamente en caracteres fenotipicos, observados en aislados en medios de



cultivo, obtenidos de plantas enfermas, animales, incluidos los humanos y diversos
sustratos como el suelo y el agua, ademas de la identificacion de especies biologicas
(Aokiy col., 2014). Con el posterior desarrollo de las técnicas moleculares, comenzo el
avance en la identificacion filogenética, modificando asi la sistemética de Fusarium
spp. que era utilizada hasta el momento, siendo remplazada por complejos de
especies, distinguiéndose asi, entre otros, cuatro complejos de especies de Fusarium

fitopatdgenos:

e Complejo F. fujikuroi: inducen la enfermedad de Bakanae del arroz, la pudricién
del maiz y el chancro de pino. También contaminan el maiz y otros cereales
con micotoxinas.

e Complejo F. oxysporum: agentes causales de la marchitez vascular,
marchitamiento fungico y pudricion de la corona y la raiz de una amplia gama
de huéspedes.

e Complejo F. solani: ampliamente reportado como un patégeno en vegetales,
frutas y flores.

e Complejo F. graminearum: estas especies son los agentes causales de la

fusariosis de la espiga de cebada (FC) (Aokiy col., 2014).

Especies de Fusarium y la fusariosis de cebada

Diferentes especies de Fusarium son los agentes causales de la FC vy, al
mismo tiempo, potenciales fuentes de contaminacion de micotoxinas en los granos de
cebada (Figura 4). Esta es una enfermedad compleja causada por al menos 17
especies de Fusarium, siendo F. graminearum sensu stricto, F. poae, F. avenaceum y
F. culmorum los principales agentes de FC (Xu y col., 2008). Otras especies, tales
como F. sporotrichioides, F. langsethiae, F. tricinctum, F. acuminatum y miembros del
complejo de especies F. incarnatum equiseti (FIESC) pueden estar presentes con
incidencia baja, sin embargo, se considera que la composicién del complejo FC varia
como consecuencia de factores climaticos como la temperatura y la humedad durante
la antesis (Beccari y col., 2017; Ferrigo y col., 2016; Xu y col., 2008), asi como por

cultivos previos (Schoneberg y col., 2016).



Por estas razones, la contaminacion por micotoxinas de granos cultivados
durante una temporada especifica y en un &rea geogréafica particular es la
consecuencia de la composicion de la comunidad de Fusarium spp. (Vogelgsang y
col.,, 2017). De hecho, cada especie de Fusarium posee un perfil micotoxigénico
especifico, incluso si se detectaron diferencias en la capacidad de biosintetizar
metabolitos secundarios entre diferentes cepas de la misma especie (Ferrigo y col.,
2016).
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Figura 4. Infeccion de cebada por Fusarium spp. A-Sintomas de infeccion por FC. B-
Blanqueamiento de la espiga (izquierda) C- Semillas sanas. D- Semillas infectadas.

Fusarium graminearum sensu stricto

Fusarium graminearum sensu stricto se encuentra dentro del complejo de
especies Fusarium graminearum (CEFG) siendo uno de los agentes causales de la FC
(Aoki y col., 2014). Es uno de los principales agentes causales de la fusariosis de la
cebada debido a que puede producir la contaminacioén de cereales con micotoxinas
tales como el deoxinivalenol (DON), el nivalenol (NIV) (Windels y col., 2000), ademas
de analogos del estrégeno como la zearalenona (ZEA) y derivados (Placinta y col.,
1999).

Para la identificacion a nivel de especies morfologicas del complejo F.
graminearum se utilizan los medios de cultivo agar hojas de clavel (AHC) y agar papa
glucosado (APG). Las caracteristicas microscépicas se definen en el medio AHC, ya
gue este medio favorece la esporulacion para la formacion de conidios y conidioforos
en abundancia (Figura 5). Las caracteristicas macroscopicas se observan en el medio
APG (Leslie y Summerell, 2006).



Caracteristicas sobre APG:

¢ Micelio denso que variar de blanco a naranja pélido a amarillo.
e [Escasos esporodoquios que varian del rojo-marrén al anaranjado (> 30 dias).

¢ Pigmentos rojos en el medio de cultivo.

Caracteristicas sobre AHC:

¢ Macroconidios relativamente delgados, con forma de hoz a casi rectos, de
paredes gruesas, con una célula apical conica y una célula basal claramente
en forma de pie.

e Microconidios ausentes.

e La formacién de clamidosporas es variable, y con frecuencia se forman en los
macroconidios.

e El hongo es homotalicos y los peritecios se pueden formar sin la necesidad de

cruzar cepas.

Figura 5. Fusarium graminearum. Macroconidios A-D. Barra de escala: 25 pm (Fuente

Leslie y Summerell, 2006).

Fusarium poae

Fusarium poae, junto con las especies del complejo F. graminearum, es uno de
los agentes causales de la FC mas frecuentemente aislados (Aoki y col., 2014). Los
principales tricotecenos producidos por Fusarium poae son diacetoxiscirpenol (DAS),
monoacetoxiscirpenol (MAS), scirpentriol (SCR), nivalenol (NIV) y fusarenona-X (FX)
(Thrane y col., 2004).
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Para la identificacion a nivel de especies morfologicas de F. poae se utilizan los
medios de cultivo AHC y APG (Figura 6) (Leslie y Summerell, 2006).

Caracteristicas sobre APG:

e Micelio aéreo abundante, con apariencia “peluda” o de “fieltro”, que cambia a
un aspecto “pulverulento” a medida que se forman los microconidios.

e Inicialmente, el color del micelio es de color pélido, oscureciéndose hacia un
color marrdn rojizo con el tiempo.

e Produccion de pigmentos rojizos y amarillentos en el medio.

e Produccion de compuestos volatiles que le confieren un olor caracteristico

dulce
Caracteristicas sobre AHC:

e La produccién de macroconidios es rara, salvo que se lo exponga a radiacion
ultravioleta.

e Son relativamente cortos, con forma de hoz y 3 septos, con una célula apical
curva y estrecha y una célula basal en forma de pie.

¢ Abundante produccién de microconidios en monofialides, son no septados, de
forma globosa a napiforme

¢ Conidioforos cortos y ramificados, con apariencia de “racimo de uvas”.

e Rara produccion de clamidiosporas
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Figura 6. Fusarium poae. A-B: Macroconidios; C — D: Microconidios; E-F: Microconidios in
situ; A-D, barra de escala = 25 ym; E-F, barra de escala = 50 ym (Fuente Leslie y
Summerell, 2006
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Micotoxinas

Las micotoxinas son sustancias producidas por especies de hongos
filamentosos microscépicos que son téxicas para los mamiferos. Se clasifican como
metabolitos secundarios, porque no se consideran esenciales para el crecimiento y
reproduccion de los hongos que las producen. Los metabolitos secundarios tienen
funciones importantes, como ayudar a la invasion del tejido vegetal, como sistema de

defensa 0 competencia contra hongos y otros microorganismos (Fletcher y col., 2018).

Las micotoxinas son producidas por muchos géneros fangicos, principalmente
Aspergillus, Penicillium, Alternaria, Fusarium y Claviceps. Los grupos de micotoxinas
mas relevantes en los alimentos son: aflatoxinas, producidas por Aspergillus;
ocratoxinas A, producida tanto por Aspergillus como por Penicillium; tricotecenos (tipo
A: toxina HT-2 y T-2, y tipo B: deoxinivalenol, nivalenol), zearalenona, fumonisinas B1
y B2, y micotoxinas emergentes como fusaproliferina, moniliformina, beauvericina y
eniatinas producidas principalmente por especies de Fusarium; los alcaloides,
producidos por Claviceps; y altenueno, alternariol, alternariol mono metil éter,
altertoxina y acido tenuazénico producidos por especies de Alternaria (Barkai-Golan y
col., 2008; Bottalico y col., 1998).

Se han establecido los niveles maximos y recomendados para ciertas
micotoxinas en los alimentos en la Unién Europea (UE) (Commission European, 2013),
incluidas las materias primas tradicionales. Ademas, aun no se han legislado otras
micotoxinas, asi como muchos otros metabolitos secundarios fangicos con un impacto

aun incierto en la salud del consumidor final.

Micotoxinas producidas por especies del género Fusarium

Las micotoxinas producidas por especies del género Fusarium son las toxinas
mas importantes desde el punto de vista econémico (Moretti y col.,, 2017). Las
fumonisinas, las zearalenonas y los tricotecenos (toxina T-2, toxina HT-2,
deoxinivalenol, nivalenol, etc.) son las principales micotoxinas estudiadas de Fusarium
(Munkvold, 2017). Dichas toxinas contaminan los granos de cereales, los alimentos
para animales y alimentos para humanos, no sdélo causando enormes pérdidas
econdémicas, sino que también representan una amenaza para la salud animal y

humana a nivel mundial (Moretti y col., 2017).
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Tricotecenos

Los tricotecenos son las micotoxinas mas importantes, desde el punto de vista
econodmico, producidas por las especies de Fusarium. Se han asociado con mayor
frecuencia a toxicosis en humanos y problemas en la salud del ganado. Son
sesquiterpenos, recibiendo su nombre por poseer un esqueleto tetraciclico,12,13-
epoxitricotec-9-eno que puede ser sustituido quimicamente en varias posiciones
(Figura 7). Hay més de 200 tricotecenos, clasificados en cuatro grupos (tipos A, B, Cy
D) segun las sustituciones en C-8 y otras posiciones alrededor de la estructura central
(Munkvold y col., 2017).

Figura 7. Estructura quimica de un tricoteceno

Los tricotecenos producidos por las especies de Fusarium pueden ser tipo A,
gue tienen un hidroxilo o éster o sin sustitucion de oxigeno en C-8; o tipo B, que tienen
un grupo ceto (carbonilo) en C-8. Los tricotecenos de tipo A mas importantes
producidos por Fusarium spp. incluyen diacetoxiscirpenol (DAS), HT-2, T-2 y
neosolaniol (NEO), mientras que los de tipo B incluyen al deoxinivalenol (DON),
nivalenol, (NIV) y sus derivados acetilados. El DON y el NIV se han asociado con
rechazo de piensos, vémitos y funciones inmunitarias suprimidas, pero NIV tiene una
mayor toxicidad para los seres humanos y los animales domésticos que DON (Pestka,
2010). Ademas, estas micotoxinas son actualmente fitotoxinas y funcionan como
factores de virulencia en algunos cereales (Jansen y col., 2005). La toxicidad de estos
compuestos estd dada por varios mecanismos, entre ellos la inhibicién de sintesis de
proteinas ribosomales, la inhibicion en la biosintesis de AND y ARN, y afectando la

funcién mitocondrial (Rocha y col., 2005).
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Control biolégico de microorganismos

El control bioldégico se define como una estrategia “amigable con el medio
ambiente” que utiliza microorganismos vivos o sus derivados para reducir o controlar el
desarrollo de un patdégeno especifico (Legrand y col., 2017). Los agentes de control
biolégico (ACB) actian mediante diferentes estrategias antagénicas, dependiendo del
patdégeno, el huésped y el medioambiente. No existe un solo modo de accion (Di
Francesco y col., 2016).

Como se menciond anteriormente, la fusariosis de la cebada es una
enfermedad que causa pérdidas de rendimiento, disminucién de la calidad del grano y
germinacion de las semillas. Otra consecuencia de la FC es la produccion de
micotoxinas (Legrand y col., 2017). El control tradicional de FC incluye: utilizacion de
cultivos resistentes, tratamientos con fungicidas, rotacién de cultivos y manejo de
residuos de cultivos mediante practicas de labranza (Maiorano y col., 2008; Pérez y
col., 2008; Wegulo y col., 2013). Sin embargo, la eficacia de estos métodos es
altamente variable (Anand y col., 2003; Pérez y col., 2008), por lo que el uso de ACB
surge como una alternativa a los métodos tradicionales de control y como una forma
de reducir el impacto negativo de estas practicas en el medioambiente y en la salud

humana.

Ensayos realizados a campo han demostrados la reduccién en la incidencia y
en la severidad de la FC utilizando cepas bacterianas, que incluyen: Bacillus spp.
(Khan y col., 2001; Palazzini y col., 2007; Schisler y col., 2002) Pseudomonas spp.
(Schisler y col., 2006; Wang y col., 2015), Streptomyces spp. (Palazzini y col., 2007,
2017) y Lactobacillus plantarum (Baffoni, y col., 2015).

14



HIPOTESIS

Entre las principales especies fungicas causantes de la fusariosis de la espiga
de cebada se encuentran Fusarium graminearum sensu stricto y Fusarium poae. La
incidencia de ambas especies y sus perfiles toxicogénicos influyen sobre la
contaminacién de los granos de cebada destinados a la industria cervecera. El uso de
Lactobacillus plantarum y especies de Bacillus como agentes de biocontrol es una
estrategia promisora para inhibir el crecimiento de Fusarium graminearum sensu

stricto y Fusarium poae en cebada.

OBJETIVOS GENERALES

- Determinar la ocurrencia de las especies del complejo Fusarium graminearum
y Fusarium poae en cebada cervecera en Argentina y establecer la influencia de sus

perfiles toxicogénicos sobre la contaminacion de los granos.

- Evaluar la interaccion entre diferentes cepas de Lactobacillus plantarum y
Bacillus spp. contra Fusarium graminearum sensu stricto y Fusarium poae como

estrategia de biocontrol.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Evaluar la distribucion de las especies del complejo Fusarium graminearum y
Fusarium poae aisladas de diferentes variedades de cebada cerveceras recolectadas

de distintas regiones productoras de Argentina.

- Caracterizar las especies Fusarium graminearum y Fusarium poae sobre la

base de sus perfiles toxicogénicos.
- Determinar la incidencia natural de deoxinivalenol en granos de cebada.

- Evaluar el efecto in-vitro de diferentes agentes de biocontrol sobre el
crecimiento de Fusarium graminearum sensu stricto y Fusarium poae en un medio a

base de cebada.

15



MATERIALES
Y
METODOS



1. Aislamiento e identificacién de las especies de Fusarium, aisladas de cebada
cervecera recolectadas de distintas regiones productoras de Argentina.

1.1 Muestreo

Se analizaron 56 muestras de granos de cebada de diferentes variedades
(n=8) que comunmente son utilizadas para el proceso de elaboracién de la cerveza:
MP1012, Danielle, Montoya, Andreia, Shakira, Voyager y MP2122. Las mismas fueron
recolectadas de distintas areas de produccion de Argentina: Ferret (Buenos Aires),
Carcarafia (Santa Fe), Bigand (Santa Fe) y Victoria (Entre Rios), durante las
campafias 2016 y 2017. Se analizaron 7 muestras de cada zona por afo. Para el
muestreo se eligieron 10 puntos a lo largo de las dos diagonales de cada lote, de cada
punto se tomaron granos de tres plantas en el estadio de cosecha y se transportaron
en bolsas de papel para realizar el aislamiento de las especies de Fusarium dentro de
las 24 h.

1.2 Aislamiento de las especies de Fusarium

El aislamiento de las especies de Fusarium se llevd a cabo siguiendo la
metodologia propuesta por Leslie y Summerell (2006). Se tomaron 50 semillas de
cada muestra de cebada al azar, las cuales fueron desinfectadas sumergiéndolas en
una solucion de hipoclorito de sodio comercial al 1% durante 1 minuto, seguido por
dos lavados con agua estéril. Las semillas desinfectadas fueron colocadas con una
pinza estéril en placas con el medio de cultivo agar peptona pentacloronitrobenceno
(PCNB) (Nelson y col., 1983) e incubadas durante 7 dias con ciclos alternativos de luz
blanca/oscuridad de 12 h a 25°C. De las 50 semillas analizadas por muestra, se
calculé el porcentaje de infeccion teniendo en cuenta el desarrollo de micelio
caracteristico de Fusarium. El porcentaje de infeccién de las semillas colocadas en las

placas, teniendo en cuenta la siguiente relacion:

Numero de semillas infectadas

Numero total de semillas
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2. ldentificacion de las especies del complejo Fusarium graminearum y Fusarium

poae.

2.1 Identificacion morfologica

Para la identificacién de las especies del complejo F. graminearum y F. poae se
seleccionaron al azar 3 colonias de Fusarium desarrolladas en cada placa (n=10
semillas sembradas por placa) con medio PCNB y se subcultivaron en el medio Agar
Nutritivo Sintético (SNA). Cultivos monosporicos se desarrollaron a partir de las cepas
crecidas sobre SNA, para lo cual raspando la superficie del micelio se transfirieron una
pequefia cantidad de propagulos fangicos en 10 ml de agua destilada estéril. La
suspension homogeneizada se transfirié a una placa de Petri con Agar Agua (AA), se
disemind por rotacion durante un minuto y luego se descartd. Las placas fueron
incubadas inclinadas de 16 a 18 h a temperatura ambiente para permitir la
germinacion de las esporas que quedaron retenidas sobre el medio de cultivo.
Utilizando una lupa (40X) se seleccion6 un conidio germinado, se cortd el taco de agar
conteniendo el conidio, se transfiri6 al medio agar hojas de clavel (AHC) y se incub6
durante 10 dias con ciclos alternativos de luz blanca/oscuridad de 12 h a 25°C.

La identificacion se bas6 en la observacion de las caracteristicas macro y
microscopicas siguiendo la metodologia propuesta por Leslie y Summerell (2006).
Para confirmar que las cepas pertenecian a las especies del complejo F.
graminearum, se sembraron en Agar Zanahoria (AZ) y se incubaron con ciclos
alternativos de luz blanca/oscuridad de 12 h a 25°C hasta observar la formacion de

peritecios.

2.2 Identificacién molecular

2.2.1 Cepas

De las 572 cepas aisladas, se seleccionaron 11 cepas pertenecientes a las
especies del complejo F. graminearum vy el total de cepas pertenecientes a Fusarium
poae (n=38) para su identificacion a nivel de especie mediante el secuenciamiento de
la secuencia parcial del factor de elongacion 1a (TEF-1 a), utilizando los cebadores
descriptos por O’Donnell y col. (2000, 2004).

2.2.2 Produccién de la biomasa fungica
Para la produccion de biomasa fungica se realizé una suspension de esporas
de cada monosporico desarrollado en SNA y se transferirid a frascos Erlenmeyer de

250 ml con 50 ml de medio completo (MC) (Leslie y Summerell, 2016). Las cepas se
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incubaron a 25°C durante 2 a 3 dias en un agitador rotatorio (150 rpm) y el micelio se
cosechd por filtracion, se lavdé con agua destilada estéril y se secOd entre papel
absorbente. Las muestras se almacenaron a —20°C hasta el momento de realizar la

extraccion del ADN.

2.2.3 Extraccién y purificacion de ADN genémico

El ADN se extrajo con buffer CTAB siguiendo la metodologia propuesta por
Murray y Tompson (1980), modificada por Kérenyi y col. (1999). Al micelio congelado
(aproximadamente 1,5 a 2 gr) se le adicioné 700 pL de buffer CTAB al 2% (65°C) (2%
CTAB, 100 mM Tris-CIH [pH 8], 20 mM EDTA, 1,4 M NaCl) y 15 uL de 2-
mercaptoetanol y se incubé a 65°C durante 30 min. Posteriormente, se agregaron 300-
400 pL de una solucién de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1, v/v), se agit6 la mezcla
durante 2 a 3 min. en agitador Vortex y se centrifugd a 12.000 rpm durante 5 min. Se
tomaron 600 uL de la fase acuosa y los acidos nucleicos crudos se precipitaron con un
volumen igual de isopropanol. El “pellet” se disolvié en 350 pL de buffer TE 1x (10 mM
Tris-HCI [pH 7,4, 1 mM EDTA) y se agregd un volumen igual de
fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1, viviv) y se centrifugd la mezcla a 12.000
rom durante 5 min. La fase acuosa (aproximadamente 500 uL) se traté con 1,5 uL de
ARNsa A (2 mg/mL) e incub6é a 37°C durante 30 min. Los acidos nucleicos se
precipitaron con 500 uL de isopropanol. El “pellet” se lavé 2 6 3 veces con 1 mL de
etanol frio al 70% (v/v), se secd a temperatura ambiente durante 2 6 3 min. y se
resuspendio en 50 uL de buffer TE 1x para ser conservado a -20°C hasta su posterior
analisis.

El ADN gendmico se cuantific6 por comparacion visual usando ADN del
bacteriéfago A digerido con Hindlll como ADN testigo. Las muestras se separaron por
electroforesis en gel de agarosa al 0,8% en buffer TAE 1x (40 mM Tris-base [pH 8], 0,5
mM EDTA,; acido acético glacial) a 60 Volt conteniendo bromuro de etidio (5 pug/mL).
Se realizaron las diluciones correspondientes de cada muestra en agua bidestilada
calidad biologia molecular hasta obtener concentraciones de 100 ng para su posterior

analisis.

2.2.4 Generacion de las secuencias

Para la amplificacion de la secuencia parcial del factor de elongacién 1 a de las
cepas de Fusarium graminearum y Fusarium poae, se utilizaron los cebadores E1/E2 y
82F/R, respectivamente (O'Donnell y col., 2000, 2004; Vanheule y col., 2017). Cada
reaccion de PCR consistid en una mezcla conteniendo entre 20-30 ng de ADN
gendmico, 100 mM de dNTPs (25 mM de cl/u, A, C, G, T), Buffer Taq 10x, 100 nM de
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cada cebador (“forward” y “reverse”), 5 U/ml de U Tag ADN polimerasa y 50 mM de
MgCl.. Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en un termociclador 1060 PTC-200
(MJ Research Inc., Watertown, MA, USA). La reaccion de PCR consistio en: un paso
de desnaturalizacion inicial de 95°C durante 2 min; 35 ciclos de 95°C durante 30 s,
56°C y 62°C (para F. graminearum y F. poae, respectivamente) durante 30 s, 72°C
durante 45 s; extension final de 72°C por 2 min. Se incluyd un control negativo que
incluia todos los reactivos y cebadores, excepto ADN, que fue reemplazado por agua
bidestilada. Las amplificaciones fueron confirmadas mediante electroforesis en gel de
agarosa. Los productos de PCR se purificaron utilizando el Kit Wizard® SV Gel and a
PCR Clean-Up System (Promega, WI, USA). El secuenciamiento de Sanger se realizé

en el Instituto Wageningen Plant Research, Wageningen, Holanda.

3. Caracterizacién de las especies del complejo Fusarium graminearum vy

Fusarium poae sobre la base de sus perfiles toxicogénicos.

3.1 Capacidad toxicogénica

Para la produccién de tricotecenos de tipo A, las cepas se cultivaron en un
Erlenmeyer de 250 mL conteniendo 25 g de arroz grano largo, previamente
esterilizado dos veces consecutivas en autoclave a 115°C durante 20 min. Luego del
primer proceso de esterilizacion, se adicionaron 10 mL de agua destilada para
alcanzar un 40% de humedad. Una vez estériles, los granos de arroz se inocularon
con un taco de agar de 5 mm de diametro proveniente del margen de una colonia
cultivada en SNA durante 7 dias a 25°C. Los Erlenmeyer se incubaron en oscuridad
durante 28 dias a 25°C y se agitaron a mano diariamente durante la primera semana
de incubacion. Luego, cada muestra se sec6 a 50°C durante 24 horas, se moli6 y
finalmente se almacend a -20°C hasta su posterior analisis.

Para la extraccion de toxina, se sigui6é la metodologia propuesta por Sulyok y
col. (2007), con algunas modificaciones. Un gramo de cada muestra molida se mezclé
con con 4 mL de acetonitrilo/agua/acido acético (79:20:1, v/v/v), en agitador rotatorio
durante 2 horas. Después de la extraccion, las muestras se centrifugaron a 3000 rpm
durante 2 min y el sobrenadante fue transferido a viales color caramelo de 4 mL para

ser evaporado a sequedad bajo N,
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3.1 Deteccion y cuantificacion de deoxinivalenol y nivalenol

La deteccion y cuantificacion se realizo utilizando un espectrémetro de masa
QTrap 4000 (Applied Biosystems, Foster City, CA) equipado con una fuente de
ionizacion por electro aspersion Turbo-lon-Spray (LC/ESI-MS/MS) de acuerdo a
Malachova y col., (2014). La deteccién y cuantificacion fue realizada en University of
Applied Sciences Wiener, Neustadt (Tulln, Austria).

4. Incidencia natural de deoxinivalenol en granos de cebada

4.1 Analisis de DON

Para determinar la incidencia natural de DON, se analizaron 37 muestras
(Andreia n=6, Shakira n=4, Voyager n=5, Montoya n=5, Danielle n=7, MP1012 n=5y
MP2122 n=5) de granos de cebada, las cuales fueron previamente analizadas para
determinar los porcentajes de infeccion de las especies de Fusarium. La
contaminacién con DON en granos de cebada se evalué siguiendo la metodologia
propuesta por Barros y col. (2008). Para la extraccion de las toxinas, cada muestra fue
molida, cuarteada y 25 g se homogeneizaron con 100 mL de la mezcla
acetonitrilo:agua (84:16, v/v) por agitacion durante 30 min. El extracto obtenido se filtré
a través de un filtro de papel Whatman N°4 y 5 mL del filtrado se pasoé a través de una
columna de limpieza Mycosep™ 225 (Romer Labs. Inc., Union, MO). Dos mililitros del
extracto se recuperaron y evaporaron bajo flujo de nitrégeno gaseoso en un bloque de
calor (Thermoscientific, Rockford, IL, USA). Una vez evaporado a sequedad, el
extracto seco fue conservado a 4°C hasta el momento del analisis por HPLC (Waters,
Milford, MA, USA).

4.2 Deteccidn y cuantificacién

La deteccion y cuantificacién de las toxinas a partir de los extractos secos se
realizé utilizando cromatografia de alta performance (HPLC), en cromatégrafo Waters
2695. Las separaciones cromatograficas se llevaron a cabo utilizando una columna de
fase reversa C18 (150 x 4,6 mm, 5 ym de tamano de particula; Phenomenex, Luna),
conectada a una pre-columna Supelguard LC-ABZ (20 x 4,6 mm, 5 um de tamafo de
particula, Supelco). Para la deteccién de absorbancia de DON y NIN fue utilizado el
modulo Waters 2487. El volumen de inyeccion utilizado fue de 50 pyL. Como fase movil
se utiliz6 una mezcla de agua:metanol (88:12, v/v). El flujo de la fase movil fue de 1,5
mL/min. La longitud de onda de absorbancia fue de 220 nm. Las soluciones testigos
se prepararon disolviendo DON y NIV (Sigma Aldrich Co., St. Louis, MO USA, pureza

> 99%) en agua:metanol (95:5, v/v). Se resuspendieron los extractos en 250 uL de
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fase mévil. La cuantificacion de tricotecenos se realizo por la medicion de la altura de
los picos y su extrapolacion a una curva de calibracién obtenida mediante el uso de
soluciones testigos de toxina. La cuantificacion fue realizada utilizando el software
integrador Empower (Milford, MA, USA).

5. Evaluacion in-vitro de la actividad antagonista de los potenciales agentes de
biocontrol sobre las especies del complejo Fusarium graminearum y Fusarium

poae.

5.1 Cepas

Se utilizaron dos cepas de F. graminearum sensu stricto (FRC 1 y FRC 6) y dos
cepas de Fusarium poae (FRC 42 y FRC 50) previamente aisladas de muestras de
cebada (Inciso 2.1) e identificadas molecularmente (Inciso 2.2), cuyo quimiotipo para la
produccion de tricotecenos se determiné previamente por HPLC-MS-MS (Inciso 3.1).
Las dos cepas de F. graminearum sensu stricto y F. poae se seleccionaron debido a
su capacidad alta para producir DON y NIV, respectivamente. Como agentes de
biocontrol se utilizaron las cepas de Bacillus subtilis subsp. inaquosorum 592, 1204,
1634 y 1633, la cepa Bacillus nakamurai 545, la cepa Bacillus velescenzis RC218
caracterizada previamente (Palazzini et al. 2016, 2018) y las cepas de Lactobacillus
plantarum (CB1, Lpov y LpW). Las cepas de utilizadas como biocontroladores fueron
de aisladas de suelos y algunas son utilizadas como probiéticos en productos
comerciales. Las cepas de Bacillus spp. fueron cedidas por el Departamento de
agricultura de los Estados Unidos (USDA), de Estados Unidos. Las cepas de
Lactobacillus plantarum fueron cedidas por el Instituto de Lactologia Industrial
(INLAIN) UNL-CONICET, de Santa Fe.

5.2 Ensayo in vitro - indice de dominancia (lp)

El ensayo se llevé a cabo utilizando un medio de cultivo a base de cebada
(2%), inoculando un taco de agar de la cepa de F. graminearum o F. poae en el centro
de la placa y una estria paralela con el potencial agente de biocontrol. El taco de agar
con las cepas de Fusarium fue obtenido de una colonia en activo crecimiento
desarrollada en agar SNA durante 7 dias a 25°C. Las estrias con el agente
biocontrolador, se realizaron a una distancia de 30 mm al lado del taco a partir de un
cultivo de 24 h realizado en caldo nutritvo o MRS, para Bacillus y Lactobacillus
respectivamente. Las placas coinoculadas se incubaron en oscuridad a 25°C durante 5

dias.
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La interaccibn obtenida en cada placa se examind macroscOpicamente,

asignando el tipo de interaccion (ID), de acuerdo a las categorias descriptas por Magan

y Lacey (1984) (Tabla 3).

Tabla 3. indice de dominancia (l4)

Tipo de Interaccion : Valor Numérico

Mezcla mutua Y
"I'HHi'l'J'i'f:'i'é'ﬁ'fﬁﬂiﬂé"b'é'ruéaﬁigéﬁi ......................................... ............. g
L ............. g
"['56}'1'1]}'1'555{5"|'o"6'r'"E:'(')'H'Eéii:'ib""('é'l"'é'riiéé'é'ﬁi'éfé"Eaﬁiiﬁi’jé'? ...............................
inalterado o creciendo a una velocidad reducida ag “lo

través de la colonia del organismo inhibido) :
"['56'r'1I1Ii'r'{é{H<':'i'é{'é{'d'i's'féﬁéié"(gh'fi'b'i'(')'é'i's"aé'l'ah'fééaﬁ'iéiéj"m .............. g

6. Andlisis estadistico

Los datos de porcentaje de infeccion y contaminacion con tricotecenos se analizaron

por medio del Test ANOVA vy la separacion de las medias por medio del Test LSD

Fisher (p<0,001) (p<0,05). Para los estudios estadisticos se utiliz6 el programa

InfoStat version 2017 (Argentina).
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RESULTADOS



1. Especies de Fusarium aisladas de cebada cervecera recolectadas de distintas
regiones productoras en Argentina.

En la Figura 7 se muestran los porcentajes de infeccién de Fusarium spp.
aisladas de las diferentes zonas de produccién de cebada cervecera durante las
campanas 2016 y 2017. Los resultados obtenidos muestran que no se observaron
diferencias importantes en cuanto al porcentaje de infeccibn de Fusarium entre los
afios y las zonas estudiadas. Durante la campafa 2016 las zonas con mayor
incidencia fueron Victoria (95%) y Carcarafia (92%), mientras que durante la campafa
2017 la zona de Ferré (97%) presentd la mayor incidencia de dicho género,
comparada con el resto de las zonas.
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Figura 7. Porcentaje de especies de Fusarium en distintas zonas geograficas y
campafias de produccion.

En la Figura 8 se muestran los porcentajes de infeccién de Fusarium aisladas
de diferentes variedades de semillas de cebada cervecera cosechadas durante las
campafas de produccion 2016 y 2017. En la campafia 2016, en todas las variedades
se observaron altos niveles de infeccion, aunque no se observaron diferencias
significativas entre las diferentes variedades. Durante la campafia 2017 la variedad
mas infectada fue Voyager (media = 95%), seguida por Shakira, Andreia, MP2122,
Montoya, MP1012 y Danielle (media = 79%). Durante esta campafa, las unicas
variedades de semillas que presentaron diferencias significativas fueron la variedad
Voyager y Danielle (p<0,05).
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Figura 8. Porcentaje de infeccion de Fusarium (media + DE) aisladas de distintas
variedades de semillas de cebada cervecera, en diferentes campafias de produccion.
Letras distintas indican diferencias estadisticamente significativas con un p<0,05.

En la Figura 9 se observa la relaciéon entre los porcentajes de aislamientos de
las especies del complejo Fusarium graminearum, Fusarium poae y Fusarium spp.
aislados durante las camparfias 2016 y 2017 en las cuatro zonas de estudio. En las
cuatro zonas se obtuvieron mayores porcentajes de aislamiento de las especies del
complejo F. graminearum, en niveles que variaron entre 53% y 88%. Fusarium poae
fue aislada con mayor incidencia en la zona Ferré (30%) y en menor porcentaje (1%)
en la zona Bigand, mientras que en Carcarafd y Victoria no fue aislado. El resto de las
especies de Fusarium fueron aisladas frecuentemente, siguiendo en orden de
frecuencia de aislamiento a las especies del complejo F. graminearum, en las zonas

de Bigand, Carcarafia y Victoria en porcentajes de 20%, 12% y 16%, respectivamente.
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Figura 9. Especies del complejo Fusarium graminearum, Fusarium poae Yy

Fusarium spp. aisladas en las diferentes zonas geograficas en la campafia 2016.

La relacion entre los porcentajes de aislamientos de las especies del complejo
de especies Fusarium graminearum, Fusarium poae y Fusarium spp. aislados durante
la campafia 2017 en las cuatro zonas de estudio se observan en la Figura 10. Durante
la campafa 2017, las especies del complejo F. graminearum presentaron la mayor
incidencia en todas las zonas evaluadas, al igual que la campafa anterior en niveles
gue variaron entre 45% y 89%. El resto de las especies de Fusarium, siguieron en
orden de aislamiento en porcentajes que variaron entre 11% y 36%. Fusarium poae
so6lo fue aislado en la zona Ferré (22%).
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Figura 10. Especies del complejo Fusarium graminearum, F. poae y otros Fusarium
spp. aislados en diferentes zonas geogréficas en el afio 2017.

La Figura 11 muestra la relacion de porcentajes de aislamientos de las
especies del complejo Fusarium graminearum, Fusarium poae y Fusarium spp.
durante las campafias 2016 y 2017 en las diferentes variedades de las semillas
evaluadas. Durante la campana 2016, las especies del complejo F. graminearum
tuvieron una prevalencia alta en todas las variedades de semillas (rango: 52%-93%),
mientras que F. poae fue aislado sélo en las variedades Montoya, Danielle, Andreia y
MP1012, siendo méas prevalente en la variedad Montoya (45%). El resto de las
especies de Fusarium se aislaron en todas las variedades analizadas en frecuencia
baja (rango: 3%-18%). Durante la campafia 2017, las especies del complejo F.
graminearum tuvieron alta prevalencia en todas las variedades de semillas en niveles
gue variaron entre 57% y 88%. Fusarium poae fue el segundo de mayor prevalencia
en la variedad Montoya (21%) y en la variedad Danielle se aisl6 con la misma
incidencia que Fusarium spp. (7%). El resto de las especies de Fusarium tuvieron

mayor prevalencia que F. poae en las demas variedades analizadas.
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Figura 11. Especies del complejo Fusarium graminearum, F. poae y otras especies
de Fusarium aisladas de diferentes variedades de semillas de cebada cervecera
durante las campafias 2016 y 2017.

2. ldentificacion a nivel molecular de las especies del complejo Fusarium

graminearum y Fusarium poae.

De las 38 cepas de F. poae identificadas a través de marcadores morfolégicos,
se observé que el 100% de las mismas pertenecian a esta especie luego de
analizarlas mediante el secuenciamiento parcial del factor de elongacién 1a (TEF-1 a)

Se utilizé la misma metodologia para el andlisis de las especies del complejo F.
graminearum, sélo que, del total de especies aisladas en el presente estudio (n= 572),
se analizaron 11 cepas al azar, para confirmar su identificaciéon. Las 11 cepas se
identificaron como F. graminearum sensu strico luego de realizar el secuenciamiento
parcial del factor de elongacién 1a (TEF-1 a).

Finalmente, conociendo molecularmente las especies estudiadas, se tomaron 2
cepas seleccionadas entras las 38 cepas de F. poae y 2 cepas entre las 11 cepas de
F. graminearum sensu strico para su posterior evaluacion aplicando agentes de

biocontrol.
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3. Caracterizacion de las especies del complejo Fusarium graminearum vy

Fusarium poae sobre la base de sus perfiles toxicogénicos.

La Tabla 4 muestra los perfiles toxicogénicos de las 38 cepas de F. poae
aisladas de las zonas Ferré y Bigand durante la campafa 2016 y 2017. Del total de
cepas analizadas en la zona de Ferré en el afio 2016, el 85% fue capaz de producir
NIV en niveles que variaron entre 47,24 mg/kg y 64120 mg/kg; mientras que, entre las
cepas aisladas en la campafia 2017, el 100% de las cepas fueron productoras de NIV
en el rango 157,76 mg/kg — 35444 mg/kg. En la zona de Bigand, una Unica cepa
aislada fue identificada como F. poae durante la campafia 2016 y fue positiva para la
produccion de NIV (23164 mg/Kg).

El 91% de las cepas de F. poae produjeron mas de una toxina
simultaneamente, los tricotecenos del tipo B en combinacion con los del tipo A:
diacetoxiscirpenol (DAS), neosolaniol (NEO), monoacetoxiscirpenol (MAS) y T2-tetraol
(T2). Con respecto a los tricotecenos del tipo A, el 60%, 77%, 69%, y 34% de las
cepas fueron productoras de DAS, NEO, MAS y T2-tetraol, respectivamente. Los
niveles medios de produccion para DAS, NEO, MAS y T2-tetraol, fueron de 317 mg/kg,
179 mg/kg, 638 mg/kg y 1846 mg/kg, respectivamente.

Los extractos de las cepas que resultaron negativos para la produccion de
tricotecenos fueron descartados del andlisis, debido a posibles errores en la extraccion

o deteccion.
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Tabla 4. Caracterizacion de las especies de Fusarium poae en base a sus perfiles

toxicogénicos.

Tricotecenos

Tipo B Tipo A

Cepa Region Afo Variedad NIV DAS NEO MAS T2

(mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg)

FRC 3 Ferré 2016 MP1012 22052 <LOD <LOD 342,2 3161,2

FRC 5 Ferré 2016 MP1012 25188 21924 353,16 1484 1560
FRC 8 Ferré 2016 MP1012 <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD
FRC 14 Ferré 2016 Danielle 1569,6 171,72 188,56 82,8 <LOD

FRC 16 Ferré 2016  Montoya  3821,6 82,84 32,704 47,44 <LOD

FRC 17 Ferré 2016  Montoya 1554,8 150,56 59,88 98,88 <LOD

FRC 22 Ferré 2016  Montoya 11952 <LOD 17,868 15,88 <LOD

FRC 25 Ferré 2016 Montoya <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

FRC 27 Ferré 2016 Montoya 63240 <LOD 2462,8 4788 12592

FRC 28 Ferré 2016 Montoya 10604 305,04 40,92 115,52 95,76

FRC 29 Ferré 2016 Montoya <LOD <LOD <LOD <LOD <LOD

FRC 32 Ferré 2016 Andreia 303,4 <LOD <LOD <LOD <LOD

FRC 37 Ferré 2016 Shakira 2536,4 13,808 4,26 8,72 <LOD
FRC 40 Ferré 2016  Voyager 32064 9,388 371,56 46,92 1892,4
FRC 42 Ferré 2016  Voyager 64120 1798,4 694,4 4872 5812

FRC 43 Ferré 2016  Voyager 47,24 <LOD <LOD <LOD <LOD

FRC 44 Ferré 2016 MP2122  1302,4 <LOD 6,536 12,16 <LOD

FRC 45 Ferré 2016 MP2122  3570,8 464 46,64 212,48 17,576

FRC 47 Ferré 2016  MP2122 8560 542,4 195,88 190,44 242,24

FRC 48 Ferré 2016  MP2122 9204 297,68 51,52 135,84 <LOD

FRC50 Bigand 2016 Danielle 23164 <LOD 46,44 55,32 <LOD

FRC 4 Ferré 2017 MP1012  1885,2 12,568  3,4496 21,836 <LOD

FRC 7 Ferré 2017 MP1012 35444 34,86 49,36 739,6 478
FRC 10 Ferré 2017 MP1012 26708 213,6 175,68 1555,6 840,4
FRC 11 Ferré 2017 Danielle 12236 227.,4 42,96 195 < LOD

FRC 12 Ferré 2017 Danielle 3596,8 < LOD 194,6 < LOD 57,56

FRC 15 Ferré 2017 Danielle 352,72 <LOD <LOD <LOD <LOD

FRC 20 Ferré 2017 Montoya  2886,4 89,56 13,12 85,84 <LOD

FRC 21 Ferré 2017 Montoya  2485,6 7,28 11,748 <LOD <LOD

FRC 23 Ferré 2017  Montoya 7088 115,92 30,924 269,12 194,92

FRC 24 Ferré 2017 Montoya 17664 460 116,36 821,6 493,2

FRC 26 Ferré 2017 Montoya 157,76 2,8324 <LOD <LOD <LOD

FRC 31 Ferré 2017 Andreia  3182,4 110,52 13,488 217,92 <LOD

FRC 33 Ferré 2017 Andreia 9264 229,44 61,4 559,2 177.8

FRC 34 Ferré 2017 Andreia 2932,4 <LOD 9,256 <LOD <LOD

FRC 35 Ferré 2017 Shakira 10780 129,16 61,6 134,68 69,56

FRC 38 Ferré 2017 Shakira 1905,2 <LOD 3,2 <LOD <LOD

FRC 46 Ferré 2017 MP2122  2234,4 97,64 21,708 121,44 <LOD

NIV: Nivalenol; DAS: diacetoxiscirpenol; NEO: neosolaniol; MAS: monoacetoxiscirpenol; T2: T2-
tetraol



La Tabla 5 muestra el perfil toxicogénico de las 11 cepas de F. graminearum
aisladas de la zona de Ferré durante la campafia 2016. Todas las cepas analizadas
demostraron la capacidad de producir tricotecenos del grupo B: NIV, DON, 15-
acetildeoxinivalenol (15-ADON) y 3-acetildeoxinivalenol (3-ADON), a excepcion de la
cepa Fusarium graminearum FRC 36 que no produjo 15-ADON. Los niveles de
produccion de deoxinivalenol fueron mayores en comparacion con las otras tres
micotoxinas producidas y los niveles variaron entre 3,9 mg/kg y 4409,4 mg/kg. Los
niveles de produccion de NIV fueron mas bajos, en el rango entre 1,2 mg/kg y 17,2
mg/kg.

Tabla 5. Caracterizacion de las especies de Fusarium graminearum sensu stricto en base a sus

perfiles toxicogénicos.

Tricotecenos del tipo B

CepaN Region Afo Variedad NIV DON 15-ADON 3-ADON
(mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg) (mg/Kg)
FRC 1 Ferré 2016 MP1012 7,1 2654,6 146,1 271,7
FRC 2 Ferré 2016 MP1012 8,7 2818,8 136,4 277,9
FRC 6 Ferré 2016 MP1012 14,8 4037,6 281,9 573,4
FRC 9 Ferré 2016 MP1012 11,7 3574,1 255,7 509,4
FRC 13 Ferré 2016 Danielle 1,6 1233,8 50,2 8,9
FRC 18 Ferré 2016 Montoya 17,2 4409,4 483,5 497,9
FRC 19 Ferré 2016 Montoya 13,2 3578,8 298,8 286,3
FRC 30 Ferré 2016 Andreia 13,2 3404,7 221 285,2
FRC 36 Ferré 2016 Shakira 1,2 3,9 <LOD 0,4
FRC 39 Ferré 2016 Voyager 10,2 3607 216,8 461,2
FRC 41 Ferré 2016 Voyager 9,1 3390,6 191,5 450,6

NIV: nivalenol; DON: deoxinivalenol; 15-ADON: 15-acetil-deoxinivalenol; 3-ADON: 3-acetil-

deoxinivalenol

4. Incidencia natural de deoxinivalenol en granos de cebada.

El estudio de la incidencia natural de DON en las muestras de granos de
cebada recolectadas en las zonas de Ferré, Carcarafia, Bigand y Victoria durante la
campafia 2016, demostr6 que todas las muestras analizadas presentaron una
incidencia de DON, con excepcion de las tomadas en la zona de Victoria, donde sélo
el 82% present6 dicha micotoxina. La media de produccién de DON fue de 0,46 mg/kg,
mientras que el rango de produccion de DON fue 0,10 mg/kg — 1,77 mg/kg, donde la

zona Victoria tubo la mayor produccion, con una media de 1,00 mg/kg (Tabla 6).
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Tabla 6. Incidencia de deoxinivalenol en las muestras de granos de cebada

Regiones PON
Muestras positivas/Total Rango (mg/kg) Media (mg/kg)
Ferré 717 0,18 - 0,55 0,34
Carcarafa 77 0,46 - 1,77 1,00
Bigand 13/13 0,10-0,51 0,30
Victoria 9/11 0,10 - 0,54 0,20

DON: deoxinivalenol

4. Evaluacion in-vitro de la actividad antagonista de los potenciales agentes de
biocontrol sobre cepas de Fusarium graminearum sensu stricto y Fusarium

poae.

4.1 Ensayo in vitro - indice de dominancia (lq)

En la Figura 13 se observa la interaccion entre las cepas antagonistas de B.
subtilis subsp inaguosorum 592, 1204, 1634 y 1633; B. nakamurai 545 con las cepas
F. graminearum sensu stricto FRC1 y FRCB6. Las interacciones A-E y A-K demostraron
una inhibicién por contacto, siendo una interaccion 4/0 de acuerdo al indice de
dominancia. Las interacciones F y L presentaron una inhibicion a distancia, siendo una

interaccion 5/0 de acuerdo al indice de dominancia.

En la Figura 14 se observa la interaccion entre las mismas cepas antagonistas
mencionadas anteriormente, con las cepas F. poae FRC42 y FRC 50. Los resultados
obtenidos de las interacciones entre estas cepas, son iguales a los descriptos para la

Figura 13.

En la Figura 15 se observan las interacciones entre las cepas de F.
graminearum sensu stricto FRC1, FRC6 y las cepas de F. poae FRC 42, FRC50 con
las cepas antagonistas de Lactobacillus plantarum FPAV, LpW y CB1l. Las
interacciones A, B, D, E y J presentaron una inhibiciébn por contacto, siendo una
interaccion 4/0 de acuerdo al indice de dominancia. En los deméas casos, no se
observé ningln tipo de interaccion, lo que se denomina mezcla mutua, obteniendo un

valor 0/0 de acuerdo al indice de dominancia.
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Figura 13. Interaccidn Fusarium graminearum sensu stricto vs Bacillus spp. FRC1: A) Bacillus subtilis subsp inaquosorum
592, B) B. subtilis subsp inaquosorum 1204, C) B. nakamurai 545, D) B. subtilis subsp inaquosorum 1634, E) B. subtilis
subsp inaquosorum 1633, F) Bacillus velezensis RC218. FRC6: G) B. subtilis subsp inaquosorum 592, H) B. subtilis subsp
inaquosorum 1204, 1) B. nakamurai 545 3, J) B. subtilis subsp inaquosorum 1634, K) B. subtilis subsp inaquosorum
1633 y L) Bacillus velezensis RC218.
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Figura 14. Interaccidn Fusarium poae vs Bacillus spp. FRC42: A) Bacillus subtilis subsp inaquosorum 592, B) B. subtilis
subsp inaquosorum 1204, C) B. nakamurai 545, D) B. subtilis subsp inaquosorum 1634, E) B. subtilis subsp
inaquosorum 1633, F) Bacillus velezensis RC218. FRC50: G) B. subtilis subsp inaquosorum 592, H) B. subtilis subsp
inaquosorum 1204, 1) B. nakamurai 545, J) B. subtilis subsp inaquosorum 1634, K) B. subtilis subsp inaquosorum 1633
y L) Bacillus velezensis RC218
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Figura 15. Interaccion Fusarium graminearum sensu stricto y Fusarium poae vs Lactobacillus plantarum. Fusarium
graminearum FRC1: A) FPAV, B) LpW, C) CB1. Fusarium graminearum FRC 6: D) FPAV, E) LpW, F) CB1. Fusarium poae
FRCA42: G) FPAV, H) LpW, I) CB1. Fusarium poae FRC 50: J) FPAV, K) LpW, L) CB1.
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DISCUSION



La fusariosis de la espiga es una de las enfermedades fungicas mas graves
gue afectan a la cebada y al trigo en todo el mundo. Si bien la enfermedad causa una
disminucion del rendimiento y la calidad de las semillas, las micotoxinas que pueden
acompafar la enfermedad son a menudo un problema adn méas grave (Osborne y
Stein, 2007). El presente trabajo se focalizd en el estudio de las especies de Fusarium
con potencial para producir la fusariosis de la espiga de cebada, Fusarium
graminearum y Fusarium poae.

El in6culo del patégeno fangico suele ser muy abundante en el campo, sin
embargo, la produccion y la dispersion de dicho inéculo depende de las condiciones
climéticas que se desarrollen durante el cultivo. En este sentido, un clima célido y
humedo, caracterizado por precipitaciones frecuentes, es muy favorable para el
crecimiento fungico, infeccién y desarrollo de las enfermedades (Osborne y Stein,
2007). Los resultados obtenidos en el presente trabajo demostraron una incidencia alta
de las especies de Fusarium en las cuatro zonas geograficas evaluadas, Ferré,
Bigand, Carcarafid y Victoria. El clima en dichas zonas corresponde a la region
conocida como templado pampeano (o también como subtropical himedo) y cumple
con las caracteristicas mencionadas que favorecen al desarrollo fungico. El periodo de
primavera, cuando se produce la antesis del cultivo de cebada y el llenado de los
granos, se caracteriza por ser humedo, con precipitaciones entre 250-300 mm,
temperaturas medias de 16°C-18°C, temperaturas minimas de 10°C -12°C y
temperaturas maximas de 22°C-24°C. Piacentini y col., (2015) estudiaron la incidencia
de las especies de Fusarium en cebada cervecera obtenida de los estados de Santa
Catarina y Parana (Brasil) donde las condiciones climaticas son similares a las
registradas en las zonas evaluadas en el presente estudio y encontraron porcentajes
de infeccion similares (67 %) a los observados en el presente estudio. Por el contrario,
Beccari y col., (2016) analizaron muestras de cebada de la regién de Umbria (ltalia) y
aunqgue las condiciones climaticas son similares, se obtuvo una incidencia menor (20
%) en las especies de Fusarium de los granos de cebada. Estos resultados podrian
explicarse sobre la base de los resultados obtenidos en un estudio realizado por Wolf y
col. (2003) para evaluar las condiciones ambientales que favorecen la FHB. Dichos
autores demostraron que las variables mas Utiles fueron: la duracidon de las
precipitaciones 7 dias antes de antesis, la duracion de la temperatura entre 15y 30°C,
7 dias antes de antesis y la duracion de la temperatura entre 15 y 30°C y la humedad
relativa mayor o igual al 90%.

Fusarium graminearum sensu stricto junto con F. culmorum, son considerados
como las especies prevalentes en los cultivos de cebada en regiones de los EEUU,

Canada, China y el hemisferio sur, mientras que en Europa la incidencia de estos es
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menor, y la mayor frecuencia es de F. avenaceum, F. poae, F. graminearum y F.
tricinctum (Nielsen y col., 2014). En Argentina el principal agente causal de FHB es F.
graminearum sensu stricto, aunque hay estudios que demuestran la aparicion de otras
especies de Fusarium, entre ellas F. poae. Ambas especies, ademas de producir la
enfermedad, tienen la capacidad de producir micotoxinas que pueden ser nocivas para
la salud humana (Dinolfo y Stenglein, 2014; Nogueira y col., 2018). En el presente
trabajo se observo una incidencia alta de F. graminearum sensu stricto en todas las
zonas estudiadas. Los resultados obtenidos por Piacentini y col., (2015) en Brasil,
Nogueira y col., (2018) en Argentina, y Umpiérrez-Failache y col., (2013) en Uruguay,
mostraron una prevalencia mayor de F. graminearum en las muestras de cebada
cervecera, del 26%, 51% y 86%, respectivamente. En cambio, en los estudios
realizados por Beccari y col., (2016) y Nielsen y col., (2014) en el Reino Unido, F.
graminearum presentd una incidencia del 19% y 46% respectivamente, y no fue la
principal especie de Fusarium contaminante de la cebada cervecera; sino que, F.
avenaceum fue prevalente en ambos estudios, con incidencias del 63% y 100%
respectivamente. Aunque las condiciones climaticas de Argentina e Italia son
similares, como previamente fue mencionado, los porcentajes de aislamientos de las
especies incluidas en el género fue diferente en ambas regiones. Los autores Beccari
y col.,, (2017) y Schéneberg y col., (2016) proponen que las diferencias en el
aislamiento de dichas especies en el cultivo de cebada podrian estar relacionado a
variaciones de temperatura, humedad y lluvias que se registran en cada lugar, ademas
de variables como variedad de cebada, practicas agricolas, utilizacion de fungicidas,
etc.

La incidencia de F. poae en el presente estudio, fue menor en comparacién con
la incidencia de F. graminearum sensu stricto y sélo fue aislado en la zona de Ferré
durante las campafias 2016 y 2017, y en Bigand, Unicamente en la campafia 2016.
Los resultados concuerdan con los estudios realizados previamente por Nogueira y
col., (2018), Beccari y col., (2016), quienes analizaron muestras de cebada cervecera
y aislaron F. poae en menor frecuencia que F. graminearum, en porcentajes del 26% y
5%, respectivamente.

Las diferencias en el aislamiento de ambas especies podrian estar asociado a
las condiciones climaticas que se desarrollan en las diferentes zonas. Temperaturas
alrededor de los 25°C y condiciones de sequia favorecen el crecimiento de F. poae
(Xu y col., 2008). Las condiciones climaticas durante las campafias de estudio en las
zonas evaluadas favorecieron principalmente el crecimiento de F. graminearum sensu
stricto y Unicamente en la zona Ferré se observo el aislamiento de F. poae. Los

resultados obtenidos por Nogueira y col., (2018) en Argentina, coinciden con los
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obtenidos en el presente estudio, donde F. graminearum sensu stricto fue la especie
con mayor incidencia en todas las zonas evaluadas, mientras que F. poae fue la de
menor incidencia, pero a diferencia del presente trabajo, fue aislado en varias de las
zonas evaluadas. Con respecto a las variedades de cebada evaluadas, la incidencia
de las especies de Fusarium fue alta en todas las variedades, en ambas campafias
evaluadas. En otro estudio llevado a cabo por Nielsen y col., (2014) entre los afios
2007 y 2011 no se observo diferencias significativas entre las variedades Concerto,
Forensic, Optic y Westminster, analizadas en Gran Bretafia.

Las infecciones fungicas, generalmente estan acompafiadas por la produccion
de micotoxinas. Las especies que comprenden el complejo Fusarium graminearum,
ademas de producir la FHB en cebada, son capaces de producir tricotecenos de tipo B
principalmente nivalenol (NIV), deoxinivalenol (DON) y sus derivados acetilados: 3-
acetildeoxinivalenol (3-ADON) y 15-acetildeoxinivalenol (15-ADON). Desjardins (2006)
distingui6 tres perfiles de quimio/genotipos para la produccion de tricotecenos: el
quimiotipo NIV, cuando hay produccion de NIV; el quimiotipo 15-ADON, cuando hay
produccion simultinea de DON y 15-ADON; y el quimiotipo 3-ADON, cuando hay
produccion simultdnea de DON y 3-ADON. Posteriormente, en diferentes estudios se
detecté la produccién simultanea de 3-ADON y 15-ADON por cepas de F.
graminearum (Alvarez y col., 2009; Fernandez Pinto y col., 2008; Szécsi y col., 2005;).
Mugrabi de Kuppler y col., (2011) atribuye la produccién simultanea de los tricotecenos
de tipo B a los pasos de conversion enzimatica de DON a NIV, y viceversa, 0 a que
sean subproductos de la biosintesis. Albuquerque y col., (2019) proponen como
explicacién a la producciéon simultanea de los derivados acetilados de DON, que su
biosintesis esta regulada por la temperatura, que las temperaturas altas (30°C)
favorecen la sintesis de 3-ADON, mientras que las temperaturas bajas (10°C)
favorecen la sintesis de 15-ADON. Sin embargo, nuestros resultados difieren a los
obtenidos por dichos autores debido a que el 91% de las cepas de F. graminearum
sensu stricto produjeron de forma simultanea los tricotecenos DON, NIV, 15-ADON y
3-ADON vy fueron incubadas a la misma temperatura (25°C). Los niveles de produccion
de DON fueron mayores a los niveles de produccion de NIV, 15-ADON y 3-ADON. Los
niveles de produccién de 15-ADON y 3-ADON fueron bajos y se detectaron en
cantidades similares. Sélo una cepa presentd soélo el quimiotipo 3-ADON. En un
estudio realizado por Castafiares y col., (2014) en el cual se evaluaron los perfiles de
produccion de tricotecenos de 110 cepas de F. graminearum aisladas de cebada en
Argentina, se obtuvieron resultados similares a los observados en el presente estudio,
pero con medias de produccion cuantitativamente menores para todos los

tricotecenos.
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Fusarium poae es considerado un patégeno débil para producir FHB, sin
embargo, su presencia es relevante debido al amplio rango de micotoxinas que puede
producir, incluyendo tricotecenos del tipo A y tipo B, eniantinas y bauvericinas (Beccari
y col.,2018; Stenglein, 2009). Por lo tanto, en el presente trabajo también se estudié la
produccion de micotoxinas por F. poae. Los resultados obtenidos mostraron que el
92% de las cepas de F. poae tuvieron la capacidad de producir NIV en niveles altos.
La produccion de otras micotoxinas fue detectada en diferentes proporciones: el 63%
de las cepas produjeron DAS, el 79% produjeron NEO, el 71% produjeron MAS vy el
40% produjeron T2-tetraol. El 32% de las cepas fueron capaces de producir de
manera simultdnea las cinco micotoxinas. Estos resultados concuerdan con los
obtenidos por Somma y col., (2010) y Dinolfo y col., (2012), quienes detectaron que el
88% y 100% de las cepas de F. poae aisladas de Italia y Argentina respectivamente,
eran productoras de nivalenol in-vitro. La capacidad de produccién de estos
tricotecenos por diferentes cepas de F. poae también fue informado por Beccari y col.,
(2018).

Cada especie fungica, como las del género Fusarium, tiene requisitos
bioloégicos y ambientales diferentes para su desarrollo, por lo que estan sujetos a los
cambios climéticos, las practicas agricolas, la aplicacion de fungicidas, el huésped y la
fertilizacion nitrogenada (Beccari y col., 2017; Karlsson y col., 2017; Osborne y Stein,
2007; Schoneberg y col., 2016). Al igual que ocurre con las especies del género
Fusarium, la produccién de toxinas en cereales de grano pequefio varia. Se
observaron que los niveles de DON se incrementaban después de lluvias intensas y
temperaturas calidas, durante o después de la antesis (Hooker y col.,2002; Roer
Hjelkrem y col., 2017).

En el presente trabajo se estudid la incidencia natural de DON en cebada
cervecera en las zonas de estudio durante la campafia 2016. El analisis de las
muestras demostrd que, en las muestras analizadas, se detectd DON. Los valores de
DON obtenidos en el presente estudio fueron menores comparados con los obtenidos
por Nogueira y col., (2018) y Beccari y col., (2016), que tuvieron valores, en promedio,
de 2600 pg/kg y 39,2 pg/kg, respectivamente.

Argentina es un pais que exporta cebada a diferentes paises del mundo, con y
sin limites establecidos para DON, tanto para la cebada destinada a la industria
cervecera como para la cebada destinada para la industria alimenticia de animales,
mientras que a nivel nacional la cebada destinada a la produccion de cerveza, no tiene
niveles maximos permitidos para DON, ni para otras micotoxinas (Nogueira y col.,
2018). En general, los resultados obtenidos no presentan un problema para la salud

humana debido a que no superan los 1 mg/kg, valor maximo establecido por el Cédigo
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Alimentario Argentino para: harina, sémola, semolina y hojuelas o copos de trigo, los
alimentos mas similares a la cebada. Se toma estos valores debido a que no hay una
regulacion para la cerveza ni derivados de la cebada destinada a alimento humano. En
cambio, el reglamento de la Comision de las Comunidades Europeas establece que,
para los alimentos elaborados a base de cereales, como lo es la cerveza, el valor
maximo permitido es de 0,2 mg/kg (Comisién de las Comunidades Europeas, 2006).
Los resultados obtenidos en el presente estudio son, en su mayoria, superiores a lo
establecido, por lo que la presencia de la micotoxina DON en las muestras de cebada
estudiadas, representaria un peligro potencial para la salud humana.

La aplicacibn de agentes microbianos biocontroladores, antagonistas de
patdégenos, puede ser de diferentes maneras: en el suelo o en partes aéreas de la
planta (Palazzini y col., 2018), o incluso post cosecha (Di francesco y col., 2016). Un
microorganismo antagonista puede poseer diferentes mecanismos de accion: de forma
directa, tal como competir por nutrientes, ocupando un espacio ecolégico en comun,
mediante antibiosis o parasitismo; de manera indirecta, mediante induccion de
resistencia en la planta o mediante la promocién del crecimiento de la planta (Legrand
y col.,2017). En el presente trabajo se utilizd el indice de Dominancia (lg) como
indicador de las interacciones especificas in-vitro, entre las cepas de B. subtilis subsp.
inaquosorum, B. velezesis y L. plantarum para ser utilizadas como potenciales agentes
de biocontrol y las cepas patdgenas de F. graminearum sensu stricto y F. poae
aisladas previamente de cebada. Los resultados obtenidos demostraron una
dominancia a distancia (Id 5/0) entre las interacciones de B. velezensis RC218 con
todas las cepas de F. graminearum sensu stricto y F. poae. Dicha dominancia a
distancia pudo estar relacionada con la produccién de metabolitos secundarios por
parte del antagonista. Bacillus velezensis RC218 fue estudiada previamente en trigo
por Palazzini et al., (2016) concluyendo que reduce la severidad de la enfermedad y la
acumulacion de micotoxinas (deoxinivalenol), en condiciones de campo. En el
presente estudio, se evalud la interaccién de potenciales agentes de biocontrol contra
F. graminearum y F. poae a nivel de laboratorio, en un medio a base de cebada. Las
cepas de B. velezencis RC218 tienen en su genoma clusters de genes que
comprenden grupos de péptido sintasas no ribosomales (NRPS) y grupos de
poliquetidosintasas, que sintetizan compuestos con actividades antibacterianas,
antifungicas y de sideréforos (Palazziniy col., 2018).

En las interacciones entre las cepas B. subtilis subsp. inoquosorum 592, 1204,
545, 1634 y 1633 con F. graminearum FRC1 y FRC6 y F. poae FRC45 y FRC50, se
demostré una dominancia por contacto (Id 4/0). En las interacciones entre las cepas

Lactobacillus plantarum FPAV, LpW con F. graminearum FRC1 Y FRC6 se observo
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una dominancia por contacto; y también en la cepa Lactobacillus plantarum FPAV y F.
poae FRC42. El crecimiento del patogeno fue normal hasta que entraron en contacto
y, si bien el patégeno continu6 su crecimiento, lo hizo de manera reducida. La
disminucion del crecimiento pudo deberse a la disponibilidad de los nutrientes del
nicho ecoldgico, donde el antagonista y el patbgeno competian por los mismos para el
desarrollo (Legrand y col., 2017). Ademas, la competencia por nutrientes y espacio es
responsable del fendmeno de fungistasis a través de la inhibiciéon de la germinacion de
esporas (Bonanomi y col., 2014).En el resto de las interacciones se observd una
mezcla mutua (Id 0/0), donde no hubo inhibicion del patégeno ni disminucién de su
crecimiento. El antagonista no produjo ningln tipo de compuesto que permitiera la
inhibicién del patégeno, ni pudo competir adecuadamente por los nutrientes y por el
espacio del nicho.

Estos resultados demuestran que similar a lo que sucede en trigo, las cepas de
B. velezensis RC218 pueden ser utlizadas como agentes de biocontrol de F.

graminearum y F. poae sobre el cultivo de cebada.
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CONCLUSIONES
- Laincidencia de las especies de Fusarium fue alta en las zonas de estudio en
las dos campaiias evaluadas.

- Las especies del complejo Fusarium graminearum presentaron una incidencia
alta en la mayoria de las diferentes zonas evaluadas, a diferencia de Fusarium poae

que sélo se aislé con frecuencia alta en las zonas de Ferré y Bigand.

- El perfil toxicogénico de Fusarium graminearum sensu stricto, demostré que
todas las cepas produjeron DON en concentraciones altas, seguido por 3-ADON, 15-
ADON y NIV.

- El perfil toxicogénico de Fusarium poae demostrd ser mas heterogéneo, ya
gue la mayoria de las cepas fueron capaces de producir NIV en concentraciones altas,

mientras que solo algunas cepas produjeron DAS y/o NEO y/o MAS y/o T-2 tetraol.

- La incidencia natural de DON en algunas de las muestras de cebada
analizadas, presenté niveles por encima de los reglamentados internacionalmente,
mientras que, segun el Cbdigo Alimentario Argentino para alimentos similares, solo

algunas muestras de cebada superaban el limite establecido.

- Bacillus velezencis RC218 fue capaz de controlar el crecimiento in-vitro de las
cepas de Fusarium graminearum sensu stricto y Fusarium poae. Todas las cepas de
Bacillus subtilus subsp. inaquosorum ejercieron control por contacto de ambas
especies de Fusarium, mientras que las cepas de Lactobacillus plantarum
demostraron capacidad biocontroladora variable dependiendo de la cepa evaluada; en

algunos casos se observd inhibicién por contacto y en otros no se observé inhibicién.
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