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DESCRIPCION
Cepa no toxigena de Aspergillus flavus
Campo técnico de la invencion

La presente invencion se refiere a una nueva cepa no toxigena de Aspergillus flavus y también a composiciones que
comprenden esta cepa, y al uso de la misma como un agente de biocontrol contra la contaminacién por aflatoxinas
producidas por cepas toxigenas de Aspergillus flavus y/o Aspergillus parasiticus. Ademas, la presente invencion
también proporciona un método para prevenir y/o reducir y/o eliminar la contaminacion por aflatoxinas producidas por
cepas toxigenas de Aspergillus flavus y/o Aspergillus parasiticus en cultivos tales como cultivos de campo completo
y/o en ambientes controlados, tal como en tuneles o invernaderos y cultivos sin suelo.

Técnica anterior conocida

Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus son hongos que producen micotoxinas, tales como aflatoxinas y acido
ciclopiazoénico. En particular, Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus pueden producir aflatoxinas B1y B2y G1y G2
en condiciones ambientales y nutricionales favorables. Aflatoxina B1 es la sustancia natural mas téxica conocida y esta
clasificada por la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC, 2002). IARC Monographs on the
Evaluation of the Carcinogenic Risks to Humans: Some Traditional Herbal Medicines, some Mycotoxins, Naphthalene
and Styrene, vol. 82. IARC, Ginebra, pags. 301-366.) como grupo 1, la clase de mayor riesgo, debido a su efecto
carcinogénico demostrado en seres humanos y animales. Aunque la aflatoxina Bz se clasifica en el grupo 1, existen
pruebas limitadas con respecto a su efecto carcinogénico. La accién téxica de las aflatoxinas se manifiesta después
de la ingestion de alimentos contaminados con estas toxinas con efectos adversos posteriores, tanto agudos como
cronicos.

Aspergillus flavus y Aspergillus parasiticus son capaces de infectar diversos tipos de cultivos, tales como cultivos de
maiz, cultivos de algodoén y nueces, con contaminacién posterior de los productos alimentarios derivados de dichos
cultivos con aflatoxinas. Ademas, las aflatoxinas también pueden pasar a los animales alimentados con productos
contaminados. En particular, se ha informado de una transferencia a leche obtenida de vacas y bufalas y a quesos
derivados de la misma, en los que se observa una concentracion de toxinas dependiendo tanto del tipo de cuajo como
del periodo de envejecimiento.

En el continente africano, por ejemplo, la transferencia de aflatoxinas ha contribuido en los ultimos afos,
especificamente 2004 y 2005, a la muerte de mas de 200 personas por toxicidad aguda por aflatoxinas ingeridas de
maiz muy contaminado (Probst et al., 2007). Outbreak of an acute aflatoxicosis in Kenya in 2004: identification of the
causal agent. App. Environ. Microbiol. 73, 2762-2764).

Debido a la alta toxicidad de las aflatoxinas, actualmente existe un reglamento en Europa (Comisiéon Europea (CE),
2010. Reglamento n.° 165/2010 de la Comision por el que se fija el contenido maximo de determinados contaminantes
en los productos alimenticios en lo que respecta a las aflatoxinas. Diario Oficial de la Unién Europea L50, 8-12) que
define los limites maximos para la presencia de aflatoxinas en diversos productos para consumo humano. En
particular, la regulacién especificada establece 2 valores, uno para la aflatoxina B1 (5,0 pg/kg) y uno de la suma total
de aflatoxinas B+, B2, G1y G2 (10 pg/kg), en maiz destinado a uso humano antes de la purificacién y el contenido
maximo de aflatoxina B1 en leche (0,050 pg/kg). Ademas, el Reglamento CE 2003 (Comisién Europea (CE), 2003.
Directiva n.° 2003/100/CE de la Comisién sobre sustancias indeseables en la alimentacion animal. Diario Oficial de la
Unidn Europea (L285, 33-37) establece los limites méaximos para la presencia de aflatoxinas en los alimentos
destinados a animales (0,02 mg/kg) con restricciones determinadas para los basados en la leche (0,005 mg/kg).

Entre las aflatoxinas, B1 es la mas habitualmente presente en alimentos contaminados. En particular en ltalia, se ha
observado que esta aflatoxina representa el 90 % de la aflatoxinas totales identificadas en el maiz (Battilani P.,
Barbano C., Piva G. 2008. Aflatoxin B1 contamination in maize related to the aridity index in North Italy. World
Mycotoxin J. 1, 449-456).

En la actualidad, no hay medios directos disponibles para controlar el desarrollo del hongo en el campo. Se han
redactado directrices que definen las mejores técnicas de cultivo para minimizar las contaminaciones por aflatoxinas
y los criterios a seguir para optimizar la cosecha, el secado y el almacenamiento de los granos para evitar el aumento
de las contaminaciones durante estas fases. Sin embargo, en cultivos y areas geograficas en las que se observan
condiciones meteorolégicas favorables a los hongos aflatoxigenos, la observancia estricta de las directrices no
garantiza la produccion de acuerdo con los requisitos legales. Ademas, los procesos técnicos habitualmente aplicados
no permiten disminuir la contaminacion y existe una carencia de sistemas eficaces de desintoxicacion autorizados
para su aplicacion al grano durante el periodo posterior a la cosecha.

Entre las estrategias propuestas para limitar la contaminacion por aflatoxinas en cultivos destinados al consumo, la
mas prometedora se basa en el uso de cepas no toxigenas de Aspergillus flavus o de cepas de Aspergillus flavus que
son incapaces de producir aflatoxinas. El principio que forma la base de esta estrategia reside en la exclusion
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competitiva entre cepas no toxigenas de Aspergillus flavus y cepas toxigenas (cepas de Aspergillus flavus que
producen aflatoxinas), lo que, de hecho, hace posible en el campo limitar la actividad de las cepas toxigenas y, por lo
tanto, la contaminacién por aflatoxinas.

El uso de cepas no toxigenas de Aspergillus flavus en el campo como agentes de biocontrol que actian mediante la
exclusiéon competitiva se propuso en los Estados Unidos, donde actualmente existen 2 cepas comerciales (Aspergillus
flavus AF36 y AFLAGUARD®). Ademas, una mezcla de cepas no toxigenas de A. flavus esta en proceso de registro
en Africa (AFLASAFE ™). Habitualmente, las cepas no toxigenas que se utilizaran como agentes de control bioldgico,
tales como las especificadas anteriormente a modo de ejemplo, se seleccionan de cultivos de maiz. Las cepas
seleccionadas de este modo se pueden usar después como agentes de control bioldgico y también en diversos tipos
de cultivos susceptibles de infeccion por Aspergillus flavus y/o Aspergillus parasiticus.

Sin embargo, las cepas disponibles en los Estados Unidos o en Africa no son transferibles a Europa, incluyendo ltalia.
De hecho, incluso con independencia de los reglamentos relativos a la introduccion de microorganismos originarios
de diversos paises, la adaptacién a ambientes agroclimaticos bastante diferentes, tales como los de Africa y los
Estados Unidos, significa que las cepas no toxigenas disponibles son apenas competitivas con respecto a las cepas
nativas. De hecho, como se observé en un trabajo que describe cepas aisladas en Italia (Giorni P., Magan N., Pietri
A., Bertuzzi T., Battilani P. Studies on Aspergillus Section Flavi isolated in northern Italy from maize. International
Journal of Food Microbiology, 2007, 113, 330-338), las cepas italianas parecen menos termdfilas en comparacion con
las observadas en otros ambientes.

Hay que anadir que, con el uso de dichas cepas, no es posible descartar el riesgo de que la toxigenicidad de la cepa
utilizada pueda restablecerse si el grupo de compatibilidad vegetativa (GCV) al que pertenecen las cepas no se verifica
de antemano, ya que Aspergillus flavus es capaz de intercambiar material genético por fusién de hifas con cepas
pertenecientes al mismo GCV. En otras palabras, si las cepas toxigenas y anti-toxigenas pertenecen al mismo GCV y
entran en contacto entre si, se intercambiara material genético, adquiriendo la cepa no toxigena la capacidad de
producir aflatoxinas.

El objeto de la presente invencién es superar las desventajas asociadas con el uso de cepas no toxigenas conocidas
de Aspergillus flavus y proporcionar una cepa no toxigena alternativa de Aspergillus flavus para utilizar en la prevencion
y/o eliminacion parcial o total de la contaminacién por aflatoxinas. Esto parece ser aun mas apropiado después de los
problemas significativos experimentados en el cultivo agricola de 2012, con una proporcion significativa del maiz
producido en ltalia, estimado en aproximadamente 60 %, contaminado por encima de los limites legales. Se espera
que la alta contaminacion, atribuible principalmente a las condiciones meteorolégicas experimentadas, con altas
temperaturas y falta de lluvia durante el periodo estival, suceda con mas probabilidad en un futuro cercano debido al
cambio climatico actual, con problemas posteriores para la salud publica.

Sumario de la invencién

La presente invencion se refiere a una nueva cepa no toxigena de Aspergillus flavus. En particular, el inventor ha
descubierto que una cepa de este tipo puede usarse como un agente de biocontrol contra la contaminacion por
aflatoxinas, por ejemplo en cultivos de campo en ltalia, lo que da como resultado sorprendentemente reducciones de
la contaminacion por Aspergillus flavus y/o por Aspergillus parasiticus, con ventajas mayores que las reconocidas para
las cepas no toxigenas conocidas de Aspergillus flavus, como se demostrara en la seccién posterior que contiene los
ejemplos.

La presente invencidn se basa en la observacion de que las cepas actualmente disponibles en el mercado, es decir,
cepas no toxicas de Aspergillus flavus nativo del territorio americano (Aspergillus flavus AF36 y AFLAGUARD®) o
mezclas de cepas igualmente no toxicas de Aspergillus flavus de origen africano (AFLASAFE™), no pueden utilizarse
en ltalia por motivos legislativos y también debido a la supuesta escasa capacidad competitiva, segun lo indicado por
Probst et al. (Probst, C., Bandyopadhyay, R., Price, L. E., Cotty, P. J. 2011. Identification of atoxigenic Aspergillus
flavus isolates to reduce aflatoxin contamination of maize in Kenya. Plant Dis. 95, 212-218). En particular, el inventor
de la presente invencion ha seleccionado una nueva cepa no toxigena de Aspergillus flavus, nativa del territorio
italiano, que ha demostrado ser extremadamente eficaz como agente de control bioldgico contra la contaminacion por
aflatoxinas en Italia. Por tanto, se describe aqui por primera vez una cepa no toxigena italiana de Aspergillus flavus,
cuyo uso, en el territorio italiano, permite obtener cultivos y también productos posteriores a la cosecha en los que los
niveles de aflatoxinas son minimos. De ello se deduce que existe una alta probabilidad de obtener cultivos y productos
derivados que tengan niveles de aflatoxinas dentro de los limites impuestos por los reglamentos europeos sobre este
tema (Reglamento Europeo 1881/2006, actualizado por el Reglamento Europeo 165/2010 para productos destinados
al uso humano y la Directiva 100/2003 para productos destinados al uso en zooldgicos), incluso en afios en los que
los cultivos estan en alto riesgo.

En particular, la capacidad de la cepa de Aspergillus flavus descrita aqui para prevenir y/o eliminar total o parcialmente
la contaminacion por aflatoxinas, tales como aflatoxinas B1, B2, G1 y G2, en diversos cultivos agricolas italianos se
debe a la combinacién de sus caracteristicas genéticas/bioquimicas, que incluyen las siguientes:
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a) origen italiano, por lo tanto, en otras palabras, es una cepa italiana nativa;

b) incapacidad para producir aflatoxinas y, por lo tanto, es una cepa no toxigena;

c) incapacidad para producir acido ciclopiazénico (CPA);

d) grupo de compatibilidad vegetativa (GCV) IT6 o GCV, que ha demostrado la mejor difusién sobre el territorio
italiano;

e) alelo MAT1-1 en el locus para el tipo de apareamiento génico (MAT).

Como se demuestra en la seccion posterior titulada "Ejemplos”, se ha demostrado sorprendentemente que la cepa de
Aspergillus flavus descrita aqui es mas eficaz que cualquier otra cepa italiana nativa y como agente de biocontrol en
la agricultura. De hecho, la cepa no toxigena descrita aqui es capaz de reducir el contenido de aflatoxina en una
medida de 75 % a 100 % en ensayos en cultivos de campo completos contaminados por Aspergillus flavus y/o
Aspergillus parasiticus. Ademas, con el método de inoculacion con alfileres de la mazorca, la cepa de la presente
invencion ha demostrado ser capaz de reducir el contenido de aflatoxinas en un porcentaje superior al 80 % en
mazorcas contaminadas por Aspergillus flavus. En particular, como se demostr6 en el ensayo comparativo indicado
en el Ejemplo 5, cuyos resultados se resumen en la Tabla 5, el método de inoculacion con alfileres de la mazorca con
la cepa de la invencion demostré una reduccion tangible de la aflatoxina B1 de aproximadamente 93,2 % en el campo,
mientras que la cepa no toxigena A2321 (aparentemente eficaz en ensayos de laboratorio) no pudo en las pruebas en
el campo reducir el porcentaje de aflatoxina en comparacién con el control.

Ademas, los inventores de la presente invencion también han demostrado (Ejemplo 6) como la cepa descrita aqui
tiene la capacidad de adaptarse mejor a diferentes condiciones ambientales y meteorolégicas, ya que es capaz de
competir y difundir mas eficazmente que la cepa A2321. Provechosamente, la cepa descrita aqui también se puede
usar por tanto de manera eficaz para reducir la contaminacion por aflatoxinas en campos que tengan caracteristicas
climaticas/ambientales mas bien diversas.

La presente descripcion se refiere, por lo tanto, a:

- una cepa no toxigena de Aspergillus flavus que tiene el nimero de depdsito MUCL54911, presentada el 13 de
mayo de 2013 en "Las colecciones coordinadas belgas de microorganismos (BCCM™) y/o derivados de la misma
que mantienen las caracteristicas de dicha cepa desvelada en la presente descripcion;

- una composicion que comprende la cepa anterior o derivados de la misma y uno o mas diluyentes y/o vehiculos:
- uso de la cepa MUCL54911 o de derivados de la misma o de la composicion que la comprende como agente de
biocontrol contra la contaminacion por aflatoxinas producidas por Aspergillus flavus y/o Aspergillus parasiticus;

- un método para prevenir y/o reducir y/o eliminar la contaminacién por aflatoxinas producidas por Aspergillus flavus
y/o Aspergillus parasiticus toxigenos en cultivos de campo que comprende una etapa de distribucién de la cepa
MUCL54911 o derivados de la misma o la composicién anterior a dicho cultivo;

- una matriz inoculada con la cepa MUCL54911 segun la reivindicacién 1 o derivados o partes de la misma como se
ha definido anteriormente.

Figuras

La Figura 1 muestra un grafico que ilustra la evaluacion de la eficacia de campo completo de la cepa no toxigena
de Aspergillus flavus de la invencion en la reduccién del contenido de aflatoxinas. Los numeros sobre las barras
indican la reduccion en % obtenida en los campos tratados con la cepa no toxigena de Aspergillus flavus que tiene
el niumero de deposito MUCL54911 en comparacién con el control sin tratar.

La Figura 2 muestra un gréfico que ilustra la recuperacion en % de la cepa que tiene el numero de depdsito
MUCL54911 (IT6), de la cepa A2321 (IT19) y de otros grupos de compatibilidad vegetativa en las secciones
tratadas y de control de 4 campos donde se obtuvo una reduccién del contenido de aflatoxina.

TABLAS

La tabla 1 presenta los datos relativos a la capacidad de las cepas no toxigenas de Aspergillus flavus, en comparacion
con la cepa de la invencién (en negrita), para reducir la produccion de aflatoxina B+ en grano de maiz.

Tabla 1

Cepa?® GCV® mg/kg de AFB1°® Reduccion (%)

A2321 IT19 15 H 90 A

A2103 IT15 21 GH 85 AB

A2090 IT9 22 FGH 85 ABC

A2066 IT8 23 EFGH 85 ABC
NRRL 21882 n.d. 24 EFGH 84 ABC
MUCL54911 IT6 25 EFGH 83 ABC

A2088 IT9 27 EFG 82 ABC
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(continuacién)

Cepa?® GCV® mg/kg de AFB1¢® Reduccion (%)de
A2105 IT6 27 DEFG 81 ABC
A2313 IT23 28 DEFG 81 ABCD
A2098 IT22 29 CDEFG 80 ABCD
A2096 IT6 30 CDEFG 79 BCD
A2102 n.d. 32 BCDEFG 78 BCDE
A2319 IT22 33 BCDEFG 78 BCDE
A2049 IT12 39 BCDE 73 CDEF
A2320 IT9 41 BCDE 72 CDEF
A2087 n.d. 47 BCD 68 DEF
A2322 T34 51 BC 65 EF
A2323 IT23 54 BC 62 EF
A2100 IT18 57 B 61 F
AF13 YV13 146 A 0 G

a Las cepas no toxigenas se inocularon con AF13 a una concentracion de 1x10° esporas/ml. La cepa NRRL21882 es
el componente activo del biopesticida AFLAGUARD®. La cepa AF13 es un alto productor de aflatoxinas.

b Grupo de compatibilidad vegetativa; n.d. = no disponible.

¢ La concentracién de aflatoxina B1 se midi6 en el grano de maiz inoculado conjuntamente con las cepas no toxigenas
y toxigenas después de 7 dias de incubacion a 31 °C.

4 Reduccion de aflatoxina B1 en % = [1-(aflatoxina B1 en el grano inoculado conjuntamente/aflatoxina B1 producido por
AF13 solo)] x 100.

¢ Las letras indican diferencias significativas entre los aislados (P<0,05). Los datos combinados (P<0,05) de dos
repeticiones del experimento se muestran en la tabla.

La tabla 2 presenta los datos relativos a la capacidad de la cepa de la invencion (en negrita), en comparacién con otra
cepa no toxigena italiana de Aspergillus flavus descrito anteriormente en la bibliografia, para reducir la concentracién
de aflatoxina B1 producida por seis cepas toxigenas italianas de Aspergillus flavus.

Tabla 2
mg/kg de AFB1bd Reduccion (%)™
Cepa?® mg/kg de AFB1°d
MUCL54911 A2321 MUCL54911 A2321

A2039 98 A 22 A 17 A 78 A 83 A
A2062 35 BC BC 8 B 68 B 78 AB*
A2068 41 B 16 AB 166 A 60 B 61 C
A2097 29 C 11 BC 8 B 61 B 71 BC
A2295 23 D 00 CD 7 BC 65 B 7 BC
A2300 17 E 7 D 5 C 60 B 72 BC*

a Las cepas no toxigenas MUCL54911 y A2321 (descritas en la bibliografia) se inocularon conjuntamente al mismo
tiempo con las cepas toxigenas a una concentracion de 1x10° esporas/ml.

b La concentracion (mg/kg) de aflatoxina B1 (AFB1) del grano de maiz se determin6 después de 7 dias de incubacion
a31°C.

¢ Reduccién de la aflatoxina B1 en % = [1-(aflatoxina B1 en el grano de maiz inoculado conjuntamente/aflatoxina B+
producida por cepas toxigenas respectivas)] x 100.

d Las letras indican diferencias significativas entre los aislados (columnas);

* indica diferencias entre las cepas no toxigenas (filas). Se muestran los datos combinados (P<0,05) de dos
repeticiones independientes del experimento.

La tabla 3 presenta los datos relativos a la influencia de la relacion de no toxigena:toxigena entre cepas de Aspergillus
flavus en comparacién con la cepa de la invencién (en negrita) para reducir el contenido de aflatoxina B+ producido
por una cepa toxigena.
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Tabla 3
mg/kg de AFB1°f Reduccidn (%) Eficacia°f
Cepa?

(1:4)° (1:1)° (1:4)° (1:1)° (1:4)° (1:1)°
A2066 86 B 44 B* 24* D 61 B 1,20 C 1,21 B
MUCL54911 70 CD 31 B* 38 BC* 72 AB 1,90 B 1,45 AB
A2090 76 BCD 37 B* 33 BCD* 67 B 1,66 BC 1,35 AB*
A2103 68 D 34 B* 39 AB* 70 AB 1,97 AB 1,39 AB*
A2321 56 E 20 c* 50 A* 83 A 2,52 A 1,65 A*
NRRL21882 83 BC 40 B* 26 CDh* 65 B 1,30 C 1,29 B
Media 73 34 * 35 * 70 1,76 1,39 *
AF13 113 A 113 A

2 La cepa NRRL21882 es el componente activo del biopesticida AFLAGUARD®. La cepa AF13 es un alto productor
de aflatoxinas y representa el control positivo. El resto son cepas italianas no toxigenas.

b Las cepas no toxigenas (A) y toxigenas (T) se inocularon conjuntamente a la concentracion de 1x10° esporas/ml en
dos relaciones: (a) 1/5 no toxigena y 4/5 toxigena (1:4) y (b) proporciones iguales (1:1).

¢ La concentracion (mg/kg) de aflatoxina B1 (AFB1) del grano de maiz se determiné después de 7 dias de incubacién
a31°C.

4 Reduccion de aflatoxina B1 en % (R) = [1-(aflatoxina B+ en el grano de maiz inoculado conjuntamente/aflatoxina B+
producida por la cepa AF13 solo)] x 100.

¢ La eficacia (E) se calculé con la siguiente formula: E = R/(A/A+T); donde R es la reduccién en % de aflatoxina B1 y
el denominador representa el porcentaje de la cepa no toxigena en cada tratamiento.

f Las letras indican diferencias significativas entre los aislados (columnas); * indica diferencias entre las cepas no
toxigenas (filas). Se muestran los datos combinados (P<0,05) de dos repeticiones independientes del experimento.

La tabla 4 presenta los datos relativos a la produccion de acido ciclopiazénico (CPA) en el grano de maiz y sustrato
sintético (CZ) de cepas de Aspergillus flavus en comparacién con la cepa de la invencién mostrada en negrita.

Tabla 4
R mg/kg de CPAP

Cepa Maiz® cze

Control n.r. n.r.

A2062 1108 9873

A2066 n.r. n.r.

A2068 1165 7089
MUCL54911 n.r. n.r.

A2090 n.r. n.r.

A2092 718 7840

A2103 n.r. n.r.

A2321 n.r. n.r.

a Cepas de Aspergillus flavus. Control: maiz no inoculado o CZ.
b Concentracion (mg/kg) de acido ciclopiazonico (CPA); n.r. = no revelado.
¢ Maiz = grano de maiz; CZ = sustrato sintético.

Tabla 5
ARo Cepa? Aflatoxina B1 (ug/kg) Reduccion (%)P
2012 A2092 1415,4
MUCL54911 + A2092 96,2 93,2
A2321 + A2092 1381,9 24
2013 A2092 132,9
MUCL54911 + A2092 2,3 98,3
A2321 + A2092 176,7 n.o.

a Cepas de Aspergillus flavus.
b Reduccion de aflatoxina B1 en % = [1-(aflatoxina B+ en el grano de maiz inoculado conjuntamente/aflatoxina B+
producida por la cepa A2092 solo)] x 100; n.o. no obtenido.
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GLOSARIO

Cepa de Asperqillus flavus MUCL54911. Esta expresion indica el hongo que tiene el numero de deposito
MUCL54911, presentado el 13 de mayo de 2013 en "Las colecciones coordinadas belgas de microorganismos
(BCCM™)" en cualquier momento de la fase vital y también células individuales del mismo. La definicién de
Aspergillus flavus que tiene el numero de depdsito MUCL54911 incluye por tanto células de hongos individuales,
el organismo completo y partes del organismo tales como hifas, esporas, esclerocios y similares.

Cepa inoculada en una matriz/soporte/sustrato. La expresion "cepa inoculada en una matriz/soporte/sustrato" en
la presente descripcion significa que partes del hongo capaces de permitir su crecimiento, por ejemplo el micelio o
esporas de diversos tipos, se ponen en contacto con una matriz o sustrato con el fin de permitir el crecimiento del
hongo en la matriz/sustrato/soporte en si mismo.

Compatibilidad vegetativa (CV). La expresion "compatibilidad vegetativa" en la presente invencion, de acuerdo con
lo indicado en la bibliografia cientifica, significa la capacidad de los hongos, incluyendo Aspergillus flavus, para
fusionar sus propias hifas con las de otros hongos pertenecientes a la misma especie, formando de este modo
heterocariones (células provistas de varios nucleos) estables. Los loci génicos que regulan la compatibilidad
vegetativa se conocen como loci vic. La fusion estable entre las hifas es posible solo entre cepas que tienen los
mismos alelos en todos los loci vic. Dos cepas que pueden fusionar sus propias hifas se definen como cepas que
pertenecen al mismo Grupo de Compatibilidad Vegetativa (GCV) (Barros et al. 2006. Genetic diversity within
Aspergillus flavus strains isolated from peanut-cropped soils in Argentina. Soil Biol.Biochem. 38:145-152).
Toxigeno. El término "toxigeno" en la presente descripcion significa una cepa de Aspergillus flavus o de Aspergillus
parasiticus que produce aflatoxinas y que, por lo tanto, es una cepa que forma sustancias téxicas. Por el contrario,
la expresion "no toxigeno" se refiere siempre en la presente descripcion a una cepa de Aspergillus flavus que es
incapaz de producir aflatoxinas que incluyan aflatoxina B1y esa es por tanto una cepa que no es toxigena.
Aflatoxinas. El término "aflatoxinas" en la presente descripcion significa metabolitos secundarios producidos por
diversas especies del hongo Aspergillus, incluyendo la especie Aspergillus flavus y/o la especie Aspergillus
parasiticus. En particular, en referencia a las aflatoxinas producidas por Aspergillus flavus y/o por Aspergillus
parasiticus, estas estan indicadas como aflatoxinas B+, B2, G1 y G2. En la presente descripcién, a menos que se
indique otra cosa, el término "aflatoxina/s" se refiere indistintamente a aflatoxina B1, B2, G1, G2 o mezclas de las
mismas.

Derivados. El término "derivados" en la presente descripcion se refiere a cepas de Aspergillus flavus derivado, por
ejemplo, por mutacion o transformacién o cruzamiento, de la cepa que tiene el nimero de depdsito MUCL54911,
presentada el 13 de mayo de 2013 en "Las colecciones coordinadas belgas de microorganismos (BCCM™)" que
mantienen las caracteristicas reivindicadas y descritas aqui de la cepa de la descripcién y que, por lo tanto, pueden
usarse como la cepa de la descripcion.

Las caracteristicas mantenidas incluyen las siguientes:

a) de origen italiano;

b) incapacidad para producir aflatoxinas;

c¢) incapacidad para producir acido ciclopiazénico (CPA);

d) grupo de compatibilidad vegetativa (GCV) IT6;

e) alelo MAT1-1 en el locus para el tipo de apareamiento genético (MAT);

f) capacidad de reducir el contenido de aflatoxina en una medida de 75 % a 100 % en ensayos en cultivos de
campo completos contaminados por Aspergillus flavus y/o Aspergillus parasiticus;

g) capacidad para reducir el contenido de aflatoxinas en un porcentaje superior al 80 % en cultivos contaminados
por Aspergillus flavus y/o Aspergillus parasiticus con el método de inoculacién con alfileres como se describe en la
presente solicitud.

Italiano nativo. En la presente descripcion, la expresion "italiano nativo" debe entenderse, de acuerdo con lo que se
conoce habitualmente, como indicativa de una cepa de Aspergillus flavus originaria de o que se ha desarrollado en el
territorio italiano en el que se ha aislado.

Descripcion detallada de la invencion

La presente invencion se refiere a una nueva cepa no toxigena de Aspergillus flavus, como se presenté el 13 de mayo
de 2013 en "Las colecciones coordinadas belgas de microorganismos (BCCM™)" en nombre de la Universita Cattolica
del Sacro Cuore y a la que se asigné el nimero de depdsito MUCL54911 de acuerdo con las disposiciones del Tratado
de Budapest del 28 de abril de 1977, ratificadas por la ley n. 610 del 14 de octubre de 1985.

En particular, esta cepa tiene diversas caracteristicas, incluyendo las especificadas a continuacién. Es una cepa
italiana nativa, es decir, una cepa que, en la medida en que esté aislada de las cosechas presentes en particular en
el norte de Italia, se origina o se ha desarrollado en el area geogréfica italiana.

La cepa MUCL54911 se caracteriza por que es una cepa no toxigena o una cepa de Aspergillus flavus carente de la
capacidad de producir aflatoxinas. En particular, como se ha indicado en la técnica anterior (Sweeney, M. J., Dobson,
A. D. W. 1999. Molecular biology of mycotoxin biosynthesis. FEMS Microbiol. Lett. 175, 149-163), se sintetizan



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2741736 T3

aflatoxinas de acuerdo con una ruta sintética que implica al menos 23 conversiones enzimaticas, que implican la misma
cantidad de genes, en la cepa MUCL54911 y se interrumpe en cuanto se ha suprimido todo el grupo de genes
implicados en esta sintesis. Debido a esta caracteristica genética, la cepa MUCL54911 es, por lo tanto, una cepa que
no produce ni aflatoxina B1 ni aflatoxina B2 y, por lo tanto, es una cepa no toxigena.

La cepa MUCL54911 también se caracteriza por que carece de la capacidad para producir acido ciclopiazénico (CPA),
ya que una supresion genética implica los genes implicados en la produccion de CPA.

Ademas, la cepa MUCL54911 presenta, como una caracteristica genotipica, la presencia del alelo MAT1-1 en el locus
para el tipo de apareamiento genético (MAT).

Finalmente, la cepa de la invencién también se caracteriza por que puede reducir el contenido de aflatoxinas, tales
como aflatoxina B1, en un porcentaje de 75 % a 100 % en pruebas de campo completo en cultivos contaminados por
Aspergillus flavus y/o Aspergillus parasiticus. En particular, ElI contenido de aflatoxinas en campo completo puede
reducirse en 75 %, 76 %, 77 %, 78 %, 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %,
92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % 0 100 %.

Ademas, la cepa de la presente invencion ha demostrado ser capaz de reducir el contenido de aflatoxinas en un
porcentaje superior al 80 %, 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %,
95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % y 100 % en cultivos contaminados por Aspergillus flavus y/o Aspergillus parasiticus
utilizando el método de inoculacion con alfileres (descrito en la parte titulada "Ejemplos") de la cepa anteriormente
mencionada en la planta de interés.

Dicho efecto, que es sorprendentemente pronunciado, es una caracteristica unica de la cepa descrita aqui.

Las caracteristicas descritas anteriormente para la cepa de la invencion también pueden estar presentes en derivados
de la cepa.

Los experimentos realizados por el inventor en la cepa MUCL54911 seleccionada también han demostrado que esta
cepa pertenece al grupo de compatibilidad vegetativa (GCV) IT6 o al GCV que tiene la mayor difusion de cepas de
Aspergillus flavus en territorio italiano.

La cepa MUCL54911 descrita aqui, y también los derivados de la misma, también se puede formular como una
composicion junto con uno o mas diluyentes y/o vehiculos. Cualquier diluyente y/o vehiculo descrito en la técnica
anterior y considerado adecuado por un experto en la materia para su inclusion en la composicion que comprende la
cepa MUCL54911 debe entenderse como incluida dentro del alcance de la presente invencién. Simplemente a modo
de ejemplo no limitante, los diluyentes y los vehiculos pueden seleccionarse del grupo que comprende: agua, medios
adecuados para el cultivo de hongos, conservantes, aditivos, aminoacidos, sales, etc., materiales de origen vegetal
y/o productos derivados de los mismos, cualquier soporte sélido y/o liquido capaz de portar el hongo. En particular,
tanto diluyentes como vehiculos seran preferentemente estériles con el fin de evitar la introduccion de
microorganismos indeseables en la composicion.

Cuando se indica que la composicién de la invencion "puede comprender” la cepa MUCL54911, se entiende también
que dicha composicion "consiste en" esta cepa MUCL54911 y, opcionalmente, un vehiculo/diluyente adecuado.

En una realizacién de la presente composicion, la cepa se inocula en una matriz o soporte que debe poder permitir
que la cepa mantenga todas las caracteristicas asociadas con la misma y descritas aqui. La matriz en la que se va a
inocular la cepa MUCL54911 puede ser cualquier matriz de origen natural, sintético o también
seminatural/semisintético considerado adecuado por un experto en la materia de acuerdo con lo indicado en la
presente descripcion. La matriz/soporte es preferentemente estéril y procedente de materiales de origen vegetal, tales
como semillas o productos obtenidos del procesamiento de los materiales de origen vegetal, tales como almidones
vegetales.

A modo de ejemplo, la matriz puede ser una matriz natural seleccionada principalmente de materiales vegetales
obtenidos de plantas tales como sorgo, maiz, soja y trigo.

En una realizacién, dicho material vegetal comprende semillas, tales como semillas de trigo y/o semillas de sorgo.

Como se demuestra en la seccion posterior titulada "Ejemplos", la cepa MUCL54911 descrita aqui ha demostrado ser
particularmente eficaz si se usa como agente de biocontrol contra la contaminacion por aflatoxinas producidas por
cepas toxigenas de Aspergillus flavus y/o Aspergillus parasiticus.

El uso de la cepa MUCL54911 como un agente de biocontrol, por ejemplo, en el campo de la agricultura, y
especificamente en el caso de contaminacion por aflatoxinas, que dafan cultivos de maiz, algodén y nueces,
incluyendo pistachos, cacahuetes, nueces, avellanas, almendras y castafas, es particularmente ventajoso. De hecho,
como se ha observado anteriormente, la cepa descrita aqui es capaz de reducir la contaminacion por aflatoxinas
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producidas por las cepas toxigenas de Aspergillus flavus y/o Aspergillus parasiticus en un porcentaje entre 75y 100 %
en ensayos de campo completo y/o es capaz de reducir el contenido de aflatoxinas en un porcentaje mayor de 80 %
en cultivos contaminados por cepas toxigenas de Aspergillus flavus y/o Aspergillus parasiticus con el método de
inoculacion con alfileres.

La presente invenciéon también se refiere a un método para prevenir y/o reducir y/o eliminar la contaminacion por
aflatoxinas producidas por cepas toxigenas de Aspergillus flavus y/o Aspergillus parasiticus en cultivos de campo
completo o en ambientes controlados, tal como tuneles o invernaderos y cultivos sin suelo, que comprende al menos
una etapa de distribucion de la cepa MUCL54911 o de la composicion como se ha descrito anteriormente en el cultivo.

El método descrito aqui se usa preferentemente para prevenir y/o eliminar parcial o completamente la contaminacion
por aflatoxina Bs.

En particular, la etapa de distribucion se puede realizar de acuerdo con cualquier técnica conocida por un experto en
la materia y adecuada para permitir la difusion del agente de biocontrol, o de la composicién que lo comprende, en el
campo que se va a tratar. A modo de ejemplo no limitante, la etapa de distribucion se puede realizar utilizando medios
habitualmente disponibles para fertilizacion de los cultivos, tales como esparcidores de fertilizantes. La distribucion
también se puede realizar por medio de una aplicacidon desde el aire y/o directamente al suelo o, en cualquier caso,
de acuerdo con técnicas consideradas por un experto en la materia eficaces para garantizar el uso de la cepa
MUCL54911 de acuerdo con lo descrito aqui. Los cultivos agricolas que pueden someterse al método descrito
anteriormente se seleccionan, por ejemplo, del grupo que comprende cultivos de maiz, cultivos de algodén y cultivos
de nueces, tales como pistachos, cacahuetes, nueces, avellanas, almendras y castafas.

En una realizacion del presente método, la cepa MUCL54911 o esporas de la misma se inoculan antes de la etapa de
distribucién en una matriz, preferentemente una matriz natural, del tipo descrito anteriormente.

La invencidon se describira a continuacion en algunas de sus formas ejemplares con el objetivo de ilustrar lo descrito
en la presente solicitud de patente. No se considera de ninguna manera que dichos ejemplos limiten el alcance de la
proteccion conferida.

Ejemplos
Ejemplo 1
Eficacia de cepas no toxigenas para reducir el contenido de aflatoxina B1 En grano de maiz.

Dieciocho (18) cepas italianas no toxigenas de Aspergillus flavus se compararon con la cepa de Aspergillus flavus
NRRL21882 para evaluar la capacidad de reducir el contenido de aflatoxina B1 producido por la cepa toxigena de
Aspergillus flavus AF13 en grano de maiz in vitro. La tension de Aspergillus flavus NRRL21882 es el componente
activo del producto comercial AFLAGUARD® (patente de los Estados Unidos 6306386 del 23 de octubre de 2001),
mientras que la cepa AF13 se usa habitualmente en ensayos de laboratorio y en ensayos de campo como un productor
alto de aflatoxinas (Cotty, P. J. 1989. Virulencia y caracteristicas de cultivo de dos cepas de Aspergillus flavus
patégenas en algodon. Phytopathology 79, 808-814). Las esporas de cada cepa se recogieron utilizando tampones
de algodon de cultivos de 6 dias (31 °C en oscuridad), se suspendieron en agua destilada estéril y la concentracion
se determin6é como se ha descrito en Probst et al. (Probst, C., Bandyopadhyay, R., Price, L. E., Cotty, P. J. 2011.
Identification of atoxigenic Aspergillus flavus isolates to reduce aflatoxin contamination of maize in Kenya. Plant Dis.
95, 212-218). La concentracion de las esporas se ajusto a 10° esporas/ml. El grano de maiz intacto se esterilizo en
agua caliente durante 45 s a 80 °C (Mehl, H. L., Cotty, P. J. 2010. Variation in competitive ability among isolates of
Aspergillus flavus from different vegetative compatibility groups during maize Infection. Phytopathology 100, 150-159)
y se distribuyd entre matraces estériles (10 g de maiz por matraz de 150 ml). Los matraces se cerraron utilizando
tapones permeables a gases (Bugstoppers; Whatman, Piscataway, NJ) para prevenir la pérdida de humedad y para
permitir el intercambio gaseoso. Después de la esterilizacion, la cantidad de humedad del maiz se cuantifico utilizando
un analizador de humedad halégeno HB43 (Mettler Toledo, Columbus, OH) y el volumen de agua en el que la
suspensién de esporas de las cepas no toxigenas y toxigenas se aplico al grano se ajusté para llevar el contenido de
agua del grano al 25 %. Las esporas de las cepas no toxigenas y toxigenas se afiadieron a los matraces al mismo
tiempo y se agitaron suavemente para permitir la distribucion sobre el grano. Se afiadié la misma cantidad de agua a
los controles, pero que contenia solo las esporas de las cepas toxigenas. El maiz inoculado se incubd a 31 °C durante
7 dias en oscuridad. El disefio experimental del experimento fue completamente aleatorio con cuatro repeticiones. El
experimento se repitié dos veces. Al final del periodo de incubacion, el contenido de aflatoxina B+ se cuantificé como
se describe en Probst et al. (Probst, C., Bandyopadhyay, R., Price, L. E., Cotty, P. J. 2011. Identification of atoxigenic
Aspergillus flavus isolates to reduce aflatoxin contamination of maize in Kenya. Plant Dis. 95, 212-218).

Todas las cepas no toxigenas pudieron reducir el contenido de toxina en el grano en comparacién con el producido
por la cepa toxigena. En particular, la contaminacion por medio de aflatoxina B+ en el grano inoculado solo con la cepa
toxigena AF13 fue de 146 ppm, mientras que en el grano inoculado conjuntamente con la cepa AF13 y la cepa
MUCL54911, el contenido de aflatoxina se redujo en 83 % (Tabla 1).
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Ejemplo 2

Evaluacion de la eficacia de la cepa no toxigena MUCL54911 en la reduccion del contenido de aflatoxina B1 producido
por 6 cepas toxigenas italianas

La cepa que forma la base de la presente descripcion y la cepa no toxigena A2321 utilizada como control positivo se
ensayaron para determinar la capacidad para reducir el contenido de aflatoxina B1 producido por 6 diferentes cepas
toxigenas italianas en grano de maiz vivo in vitro. El experimento se realiz6 como se ha descrito en el Ejemplo 1
utilizando 6 cepas toxigenas italianas en lugar de la cepa toxigena AF13. La cepa que forma la base de la presente
descripcién y la cepa A2321 fueron capaces de reducir la contaminacion por aflatoxina B1 en el grano de maiz vivo
inoculado con 6 cepas toxigenas diferentes (Tabla 2). La contaminacion del grano inoculado solo con las cepas
toxigenas varié entre 17 y 98 mg/kg. La medida en que la contaminacion en el contenido de aflatoxina B1 se redujo
por la cepa MUCL54911 estaba entre 60 % y 78 %, con reducciones similares (de 60 % a 68 %) en el grano inoculado
con 5 de las cepas que producen aflatoxinas y una reduccion significativamente mayor (78 %) en el grano inoculado
con 1 de las cepas. La capacidad de la cepa MUCL54911 para reducir en la misma medida el contenido de aflatoxina
B+ producido por diversas cepas toxigenas italianas la hace sorprendentemente adecuada para su uso como un agente
de biocontrol para reducir la contaminacion por aflatoxinas en cultivos de maiz.

Ejemplo 3
Influencia de la relacion entre cepa no toxigena y toxigena en la reduccién de la contaminacion por aflatoxina Ba.

La cepa MUCL54911 se ensay¢ para determinar la capacidad de reducir el contenido de aflatoxina B1 producido por
la cepa toxigena AF13 en dos relaciones diferentes de no toxigena:toxigena en grano de maiz vivo in vitro. Ademas,
La cepa NRRL21882 se us6 como control positivo, siendo esta una cepa estadounidense conocida por su eficacia
para reducir la contaminacioén por aflatoxinas. También en este caso, el andlisis se realiz6 como se ha descrito en el
Ejemplo 1, pero utilizando dos relaciones diferentes de no toxigena:toxigena (1:1 y 1:4). Ademas de la reduccion en
% del contenido de aflatoxina B+, la eficacia (E) de cada cepa también se calcul6 utilizando la siguiente formula: E =
R/(A/A+T), donde R es la reduccion en % de aflatoxina B1 y el denominador representa el porcentaje de la cepa no
toxigena en cada tratamiento.

En particular, la cepa MUCL54911 demostré una mayor reduccién (72 %) (Tabla 3) en el contenido de aflatoxina B+
en el grano de maiz inoculado con cantidades iguales de las cepas no toxigenas y toxigenas en comparacion con el
grano inoculado con una dosis de la cepa no toxigena igual a un cuarto de la cepa toxigena. Ademas, la cepa
MUCL54911 demostré una mayor eficacia en comparacion con la cepa NRRL21882 cuando se ensayo en la relacion
de no toxigena:toxigena 1:4. Este resultado muestra sorprendentemente que la cepa MUCL54911 aumenta su eficacia
para reducir el contenido de aflatoxina B1 a medida que su concentracion disminuye en comparacion con la cepa
toxigena. Por tanto, incluso si se encontré en concentraciones menores que las cepas toxigenas en el campo, seria
capaz de producir un resultado 6ptimo con respecto a reduccién de la concentracion de aflatoxinas.

Ejemplo 4
Produccion de &cido ciclopiazénico

La cepa no toxigena de Aspergillus flavus MUCL54911 que forma la base de la presente descripcién se ensayo en
grano de maiz intacto y en un sustrato de agar Czapek (CZ) sintético para la produccién de acido ciclopiazénico (CPA).

El CPA del grano se extrajo siguiendo la metodologia descrita por Urano et al. (Urano, T., Trucksess, M. W., Beaver,
R. W., Wilson, D. M., Dorner, J. W., Dowell, F. E. ,1992. Co-occurrence of cyclopiazonic acid and aflatoxins in corn
and peanuts. J. AOAC Int. 75, 838-841) y se cuantificd segun lo indicado por Zambonin et al. (2001; Zambonin, C. G.,
Monaci, L., Aresta, A. 2001. Determination of cyclopiazonic acid in cheese samples using solid phase microextraction
and high performance liquid chromatography. Food Chem. 75, 249-254). La metodologia indicada por Giorni et al.
(2007; Giorni, P., Magan, N., Pietri, A., Bertuzzi, T., Battilani, P. 2007. Studies on Aspergillus section Flavi isolated
from maize in northern Italy. Int. J. Food Microbiol. 113, 330-338) se siguié en cambio para la extraccion y la
cuantificacion de CPA del medio de cultivo CZ. El experimento se realiz6 en ambos casos con 4 repeticiones.

En particular, la cepa MUCL54911 no produjo cantidades notables de acido ciclopiazénico (CPA) (Tabla 4) ya sea en
sustrato natural (grano de maiz) o en sustrato sintético (CZ), en contraste con lo observado para las cepas utilizadas
como control positivo A2062, A2068 y A2092.

Ejemplo 5

Ensayo en mazorcas de maiz

La cepa no toxigena italiana MUCL54911 que forma la base de la presente descripcion se ensayé en mazorcas de
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maiz en campo completo para determinar la capacidad de reducir el contenido de aflatoxina B4 producido por una
cepa toxigena utilizando 2 métodos de inoculacion (gota vy orificio).

La cepa se evalud para determinar la capacidad de reducir el contenido de aflatoxina B+ producido por la cepa toxigena
A2092 (GCV IT3) en mazorcas de maiz. Se realizaron dos tipos de inoculacion en las mazorcas de maiz. En el primero
(orificio), se siguid la metodologia descrita por Atehnkeng et al. (Atehnkeng, J., Ojiambo, P. S., Donner, M., lkotun, T.,
Sikora, R. A., Cotty, P. J., Bandyopadhyay, R. 2008. Distribution and toxigenicity of Aspergillus species isolated from
maize kernels from three agro-ecological zones in Nigeria. Int. J. Food Microbiol. 122, 74-84). Después de la floracion
femenina, se realiz6 un orificio (de 3 mm de diametro) en cada mazorca de maiz a través de las bracteas hasta una
profundidad de aproximadamente 5 mm antes de realizar la inoculacion con 10 ul de una suspension de 10° esporas/ml
de una sola cepa toxigena (A2092) en el control o con la cepa toxigena y no toxigena, distribuidas al mismo tiempo,
en el experimento de inoculacién conjunta. En el segundo tipo de inoculacién (gota), las cepas de hongos se inocularon
en la punta de las mazorcas, en el punto de salida de la seda, con 1 ml de una suspension de 108 esporas/ml de solo
una cepa toxigena (A2092) en el control o con la cepa toxigena y no toxigena al mismo tiempo en el experimento de
inoculacion conjunta. El experimento, llevado a cabo en 2012 y 2013, se realizé en 5 mazorcas de maiz para cada
tratamiento. Las aflatoxinas se cuantificaron siguiendo la metodologia indicada por Stroka et al. (2003; Stroka, J., von
Holst, C., Anklam, E. 2003. Immunoaffinity column cleanup with liquid chromatography using postcolumn bromination
for determination of aflatoxin B1 in cattle feed: collaborative study. J. AOAC Int. 86, 1179-1186). Los aislados se
recuperaron del grano cosechado por medio de sucesivas atribuciones a los GCV.

Las cepas no toxigenas MUCL54911 (IT6) y A2321 (IT19) no pudieron reducir el contenido de aflatoxina B1 producido
por la cepa toxigena (A2092) cuando se inocul6 utilizando el método en el que se deposita una gota en el punto de
salida de la seda de las bracteas. Por lo tanto, este tipo de inoculacién no se repitio en el segundo afo (2013) de
experimentacion.

En 2012, las cepas A2321 y MUCL54911, cuando se inocularon conjuntamente con la cepa toxigena A2092 por medio
del método de orificio, fueron capaces de reducir el contenido de aflatoxina B+, respectivamente, en 2,4 % y en 93,2 %
(Tabla 5). En 2013, la cepa A2321 no pudo reducir el contenido de aflatoxina B+1 producido por la cepa toxigena A2092
y, de hecho, la cantidad de aflatoxina fue considerablemente mayor en la inoculacién conjunta en comparacion con la
Unica cepa toxigena (Tabla 5). Por el contrario, la cepa MUCL54911 que forma la base de la presente descripcion
redujo el contenido de aflatoxina B1 en 98,3 % cuando se inocul6 conjuntamente con la cepa toxigena A2092.

El experimento, realizado durante dos afios con resultados similares, demuestra que la cepa A2321, aunque es capaz
de reducir el contenido de aflatoxina mas eficazmente en experimentos realizados en un laboratorio, cuando se ensaya
en campo completo no puede limitar la produccién de aflatoxinas de una cepa toxigena.

Por el contrario, la cepa MUCL54911 que forma la base de la presente descripcién ha demostrado poder reducir
significativamente el contenido de aflatoxina en los dos afios considerados.

Ejemplo 6
Ensayos en campo completo

La cepa no toxigena MUCL54911 que forma la base de la presente descripcion y que pertenece al GCV IT6 y la cepa
A2321 que pertenece al GCV IT19 se ensayaron en 8 campos de maiz, que median aproximadamente 2 hectareas
cada uno, para evaluar la eficacia en la reduccion de la contaminacion por aflatoxina B1 en condiciones de inoculacion
naturales. Los campos estaban localizados en la provincia de Verona (2 campos; VR1, VR2), Rovigo (3 campos; RO1,
RO2, RO3), Mantova (2 campos, MN1, MN2) y Parma (PR). El experimento se organizd con 3 repeticiones del
tratamiento y del control para cada campo. Tras cosechar, se tomaron muestras de 10 mazorcas de maiz de cada
repeticion y se descascaron, y el grano se secd antes de molerlo. La harina obtenida se utilizé para estimar la
recuperacion de las 2 cepas aplicadas y para realizar el analisis de aflatoxina B1. En cada repeticion, la aflatoxina se
cuantificé siguiendo la metodologia indicada por Stroka et al. (2011; Stroka, J., von Holst, C., Anklam, E., 2003.
Immunoaffinity column cleanup with liquid chromatography using post-column bromination for determination of aflatoxin
B1 in cattle feed: collaborative study. J. AOAC Int. 86, 1179-1186). La estimacion de la recuperacion de las 2 cepas
aplicadas se evalué en 30 aislados de Aspergillus flavus para cada grupo (tratado y de control) por medio de analisis
de la compatibilidad vegetativa que utiliza mutantes de nit. Los mutantes de nit y el analisis de la compatibilidad
vegetativa se realizaron siguiendo el procedimiento descrito por Mauro et al. (2013, Mauro, A., Battilani, P., Callicott,
K. A., Giorni, P., Pietri, A., Cotty, P. J. 2013. Structure of an Aspergillus flavus population from maize kernels in northern
Italy. Int. J. Food Microbiol. 162, 1-7).

En particular, se observé que en 4 de los campos analizados (MN1, MN2, RO1, RO2) la contaminacioén por aflatoxina
B1 fue menor que el limite de deteccion del método de andlisis utilizado y también menor que los limites impuestos
legalmente (Figura 1). En los campos restantes (RO3, PR, VR1 y VR2), donde la contaminacion estuvo entre
9.97 ug/kg y 156,42 ug/kg, la reduccion de la contaminacion por aflatoxina B+ estuvo en general entre 83,3 % y 99,6 %
(Figura 1).
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El andlisis de la compatibilidad vegetativa para estimar la recuperacién de las 2 cepas aplicadas demostré en promedio
que, en los 8 campos analizados, el porcentaje de recuperacion de la cepa MUCL54911 (IT6) en el grupo tratado fue
de 61,9 % y el de la cepa A2321 fue de 30,0 %. En el grupo de control, donde no se aplicaron las 2 cepas, el porcentaje
medio de recuperacion en los 8 campos de la cepa MUCL54911 (IT6) fue de 53,5 % y el de la cepa A2321 fue de
25,2 %.

En particular en los 4 campos (RO3, PR, VR1 y VR2) donde se obtuvo una reduccion del contenido de aflatoxina B+,
la cepa que tenia el numero de depdsito MUCL54911 siempre se recuperd en un porcentaje mayor en comparacion
con la cepa A2321 (Figura 2).

Teniendo en cuenta que la cepa MUCL54911 se recuper6 en promedio en cantidades mayores que la cepa A2321,
tanto en el grupo tratado como en el grupo de control, se puede concluir que la cepa que forma la base de la presente
invencién es capaz de adaptarse a las diferentes condiciones agroambientales y competir y difundir mejor en el
ambiente que la cepa A2321 y es por tanto mas adecuada para su uso en diferentes ambientes y en diferentes
condiciones meteoroldgicas.

Ejemplo 7
Microsatélites

El genoma de la cepa MUCL54911 (IT6) que forma la base de la presente patente y la cepa A2321 (IT19) se amplificd
con 19 pares de cebadores para identificar la presencia de microsatélites de acuerdo con la metodologia descrita por
Grubisha y Cotty (2009; Grubisha, L. C., Cotty, P. J. 2009. Twenty-four microsatellite markers for the aflatoxin-
producing fungus Aspergillus flavus. Mol. Ecol. Resour. 9, 264-267).

La amplificacion del genoma de la cepa MUCL54911 que forma la base de la presente descripcion demostré una
caracteristica de perfil de alelos como se indica en la Tabla 5. En particular, no se identificaron alelos para tres loci
(AF18, AF33, AF34), mientras que el tamafo en pares de bases de cada alelo para los loci AF8, AF11, AF13, AF17,
AF42, AF55 y AF66, que son polimorfos con la cepa A2321, fue, respectivamente, 141, 367, 150, 181y 271.

Ejemplo 8

Perfil genético de los genes MAT

El genoma de la cepa MUCL54911 (IT6) que forma la base de la presente patente fue amplificado por genes MAT
como se indica en Ramirez-Prado et al. (Ramirez-Prado, J. H., Moore, G. G., Horn, B. W., Carbone, |. 2008.
Characterization and population analysis of the mating-type genes in Aspergillus flavus and Aspergillus parasiticus.

Fungal Genet. Biol. 45, 1292-1299). En particular, los analisis moleculares de los genes MAT mostraron que la cepa
MUCL54911 (IT6) que forma la base de la presente patente tiene el alelo MAT1-1.
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REIVINDICACIONES
1. Una cepa de Aspergillus flavus atoxigena que tiene el numero de depdsito MUCL54911.

2. Una composicion que comprende la cepa de Aspergillus flavus atoxigena segun la reivindicacion 1 y uno o mas
diluyentes y/o vehiculos.

3. La composicion segun la reivindicacion 3, en donde dicha cepa se inocula en una matriz.

4. La composicién segun la reivindicacion 3, en donde dicha matriz es una matriz natural y, opcionalmente, en donde
dicha matriz natural comprende material vegetal obtenido de planta seleccionada del grupo de sorgo, maiz, soja y
trigo, comprendiendo dicho material vegetal opcionalmente semillas de trigo y/o semillas de sorgo.

5. Uso de la cepa de Aspergillus flavus atoxigena segun la reivindicaciéon 1 o la composicién segun una cualquiera de
las reivindicaciones 2 a 4 como agentes de biocontrol contra la aflotoxina producida por contaminacion de cepas de
Aspergillus flavus y/o cepas de Aspergillus parasiticus toxigenas y en donde dichas aflatoxinas comprenden
opcionalmente aflatoxinas B1, B2, G1, G2 o mezclas de las mismas.

6. Uso segun la reivindicacién 5, en donde dicho biocontrol es en agricultura.

7. Uso segun la reivindicacion 6, en donde dicho biocontrol agricola comprende biocontrol en cultivos de maiz,
cacahuete, pistacho, nuez, avellana, almendra, castaia, algodon.

8. Un método para prevenir y/o reducir y/o eliminar las aflatoxinas producidas por cepas de Aspergillus flavus y/o cepas
de Aspergillus parasiticus toxigenas en cultivos de campo completo y/o en ambientes controlados y/o en cultivos sin
suelo que comprenden al menos una etapa de distribuir en su cultivo la cepa segun la reivindicacion 1 o la composicion
segun una cualquiera de las reivindicaciones 2 a 4.

9. El método segun la reivindicacién 8, en donde dichas aflatoxinas comprenden aflatoxinas B1, B2, G1, G2 o mezclas
de las mismas.

10. El método segun la reivindicacion 8 o 9, en donde dicho cultivo se selecciona del grupo que comprende cultivos
de maiz, cacahuete, pistacho, nuez, avellana, almendra, castana, algodon.

11. Una matriz inoculada con la cepa Aspergillus flavus atoxigena segun la reivindicacion 1.
12. La matriz segun la reivindicacion 11, en donde dicha matriz es una matriz natural.

13. La matriz segun la reivindicacion 12, en donde dicha matriz natural comprende material vegetal obtenido de planta
seleccionada del grupo de sorgo, maiz, soja y trigo.

14. La matriz segun la reivindicacion 13, en donde dicho material vegetal comprende semillas de trigo y/o semillas de
sorgo.
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