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INTRODUCCION

El cultivo de maiz (Zeamays L.) es uno de los méas importantes en el mundo siendo Argentina
el sexto exportador a nivel mundial y el tercero en América del Sur (Lezcano, 2012). En
Argentina se producen aproximadamente entre 25 y 30 millones de toneladas de maiz por afio
(INDEC, 2015) y su area central es la mas importante en la produccion de maiz alcanzando
un area de siembra de 2,2 millones de hectareas y una produccion de 15,8 millones de
toneladas de maiz en la campafia 2016/2017 (Bolsa de Cereales de Cérdoba). En la mayoria
de los sistemas de produccion, los granos deben ser almacenados para evitar su deterioro y
mantener su contenido nutritivo. El almacenamiento se realiza utilizando silos durante
periodos que pueden comprender varios meses antes de su comercializacion y/o utilizacion
(Pieper y col., 2011). Si bien, las nuevas tecnologias han generado un incremento
importante en la produccion de granos, el ataque de numerosas plagas ejerce una fuerte
presion en la disminucion de los rendimientos generando innumerables pérdidas tanto
alimentarias como economicas. Las principales plagas que afectan los granos de maiz son
insectos de la familia Curculionidae y hongos filamentosos, siendo Sitophilus zeamais
Motschulsky (Coleoptera: Curculionidae) y Fusarium verticillioides las més importantes
(Chulze, 2010; Tefera et al., 2011).

Sitophilus zeamais, es uno de los insectos plagas mas agresivos presentes en los
silos, su dieta y sitio de reproduccion se basan en granos almacenados, resultando en una
significativa disminucién de la calidad nutritiva de éstos y una pérdida en la economia
global (Boyer y col., 2012). La presencia de estos insectos también puede deteriorar los
granos por una accion indirecta al actuar como medio de transporte de microorganismos
hacia el interior del silo y de esa manera generar un incremento en la contaminacion del
alimento (Nesci y col., 2011; Ferreria-Castro y col., 2012).

Los granos de maiz pueden ser infectados por el hongo Fusarium verticillioides, un
ascomiceto cosmopolita persistentemente asociado al cultivo de maiz, especialmente en
zonas de climas tropical y subtropical (Botta & Gonzalez, 2012). Esta infeccidén causa
pérdida de calidad y rendimiento del grano, y contaminacion con micotoxinas como las
fumonisinas tipo B: (FB:1) (Botta & Gonzalez, 2012; Peschiutta y col., 2016). Las

micotoxinas son sustancias toxicas producidas por hongos filamentosos anamorfos y
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teleomorfos que causan condiciones patoldgicas en algunos hospedadores, tanto en plantas
como animales (Griffin, 1996; Bianchini & Bullerman, 2014).

El empleo de los plaguicidas sintéticos en la proteccion de los productos agricolas
ha sido una herramienta imprescindible para la agricultura durante mucho tiempo. Sin
embargo, el uso intensivo e indiscriminado de estos plaguicidas ha dado lugar a graves
resultados tales como la formacion de residuos toxicos, desarrollo de resistencia por parte
de las plagas, surgimiento de plagas secundarias y enfermedades en la poblacién que
consume esos productos (Correa y col., 2011; Boyer y col., 2012). Como respuesta a estos
problemas surge la necesidad de buscar nuevos métodos de control de plagas mas
comprometidos con el ambiente y con la salud del consumidor. Como alternativa, se
comenzaron a desarrollar investigaciones sobre los llamados “métodos biorracionales”,
cuya estrategia de accion se sustenta entre otros aspectos en el estudio de los sistemas de
comunicacion intra e interespecifica, con el objetivo de obtener, compuestos capaces de
interferir en aspectos fisiolégicos, bioquimicos y/o conductuales de las plagas. En este
sentido, los compuestos orgéanicos volatiles (COV) emitidos por los microorganismos
juegan un rol fundamental en las interacciones multitroficas (Kanchiswamy y col., 2015).
Los ecologistas quimicos consideran a los COV como semioquimicos que funcionan como
atrayentes o repelentes de insectos y otros invertebrados. También los COV son potenciales
agentes de biocontrol de diversos fitopatdgenos y pueden ser utilizados como
biofertilizantes para la promocion del crecimiento de las plantas. Por Gltimo, en la industria
alimenticia, las propiedades biocontroladoras de los COV pueden ser utilizadas para
prevenir enfermedades poscosecha (Kai y col., 2009; Davis y col. 2013; Zheng y col. 2013;
Gao y col., 2017; Rojas-Solis y col., 2018). En general, el uso de COV en el control de
plagas tiene las siguientes ventajas: son especificos en su interaccion, relativamente de baja
toxicidad o no tdxicos sobre otros organismos, se pueden utilizar en bajas concentraciones,
no son residuales sobre el alimento o material que se aplican, son amigables con el
ambiente, son biodegradables y no se ha descripto a la fecha que generen resistencia (Davis
y col., 2013; Guerrero y col., 2014; Song & Ryu, 2013; Kanchiswamy y col., 2015).

Los COV emitidos por microorganismos son un grupo heterogéneo de compuestos
pequefios (hasta 20 atomos de carbono) sintetizados por diversas bacterias por vias

metabolicas primarias y secundarias (Sannino y col., 2017) (Fig. 1). Se caracterizan por su
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facil evaporacion y difusion en medios acuosos 0 gaseosos (debido a su baja masa
molecular, entre 100 y 500 Da, alta presion de vapor, bajo punto de ebullicién y naturaleza
lipofilica). Esto los convierte en compuestos quimicos ideales para mediar las interacciones
intercelulares y organicas a corta y larga distancia (Maffei y col., 2011; Schmidt y col.,
2015). Los COV pueden ser alcanos, aldehidos, alcoholes, cetonas, terpenos, benzenoides,
pirazinas, ésteres, acidos carboxilicos y compuestos que contienen azufre (Papaleo y col.,
2013; Schmidt y col., 2015). La cantidad y composicion de estos puede variar segun las
especies bacterianas, la fase de crecimiento y condiciones tales como el sustrato, nutrientes,
pH, humedad y temperatura (Papaleo y col., 2013; Wang y col., 2016). Los COV
producidos por los microorganismos han mostrado tener diferentes tipos de bioactividad
frente a distintos tipos de organismos. Algunos de ellos inhiben el crecimiento de otros
microorganismos (Herrera y col., 2014; Herrera y col., 2015), inducen resistencia en las
plantas (Bitas y col., 2013), son insecticidas (Zunino y col., 2015) y/o pueden afectar la
conducta del insecto (Leroy y col., 2011; Davis y col., 2013; Herrera y col., 2014; Usseglio
y col., 2018).

Los COV probablemente también tengan funciones como agentes de informacion
quimica en la comunicacion inter- y/o intraorganismos, en sefiales de comunicacién
celula/célula o como agentes de promocion o inhibicion del crecimiento poblacional (Kai y
col., 2009). Ademés, muchos estudios han demostrado que los COV producidos por
bacterias inhiben la germinacién de esporas y el crecimiento fungico. Ademas, la
exposicion a los COV afecta la morfologia de las hifas, la produccion de micotoxinas,
actividad enzimaética y expresion de genes (Kai y col., 2007; Zheng y col., 2013; Gong y
col., 2015).

La interaccion bacteria/insecto se desarrolla a través de la quimio-recepcién del
artropodo que recepta los COV producidos por los microorganismos como una fuente de
informacion (Tomberlin y col., 2012). Los insectos tienen sistemas quimiosensores muy
complejos que son extremadamente sensibles a diferentes sefiales quimicas. Muchos
insectos son especialmente sensibles a los olores que les indican fuentes de nutrientes, la
presencia de competidores, predadores, oportunidades de apareamiento y sustentabilidad
del hébitat (Leroy y col., 2011). De esta forma los COV presentan un gran potencial para

ser utilizados en el control de plagas (Davis y col., 2013).
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Figura 1: Principales vias metabdlicas para la produccion de compuestos organicos volatiles

(Extraido de Schmidt y col., 2015).

Durante los Gltimos afios, se ha registrado un mayor conocimiento acerca de la
emisién de sustancias volatiles bacterianas. Investigaciones recientes han demostrado que
las bacterias emplean COV durante las interacciones con otros organismos para influir en
las poblaciones y las comunidades (Kai y col., 2009; Romoli y col., 2014). Se ha
identificado una amplia gama de compuestos quimicos en la emision bacteriana. Es
conocido que las bacterias afectan positiva 0 negativamente la aptitud fisica de otros
organismos, y que los COV bacterianos desempefian un papel importante en las
interacciones bacteria-planta, bacteria-bacteria y bacteria-hongo (Kanchiswamy y col.,
2015). Con lo que respecta a su relacion con los insectos, las bacterias han mostrado tener
una funcion muy importante en la produccion de COV que actdan como semioquimicos

(Mann y col., 2010; Guerrero y col., 2014). Ademéas, muchos de estos semioguimicos
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tienen el potencial de transformarse en insecticidas (Mann y col., 2010; Davis y col., 2013).
Del mismo modo los antecedentes sobre el potencial antifingico que presentan los COV
bacterianos los hace potenciales candidatos para su utilizacion como bioplaguicidas. Hasta
nuestro conocimiento, no existe informacion sobre la interaccion bacteriana con los
insectos y hongos, en sistemas artificiales como el silo para granos. La importancia de
estudiar esta relacion se basa en que los COV producidos naturalmente por las bacterias
epifitas de los granos pueden ser una opcion muy interesante en la generacion de una nueva
herramienta para el control del insecto plaga S. zeamais y del hongo patdgeno F.
verticillioides, resultado de una interaccion potencial que puede suceder en un ambiente

nuevo: el silo de almacenaje de granos.

HIPOTESIS:

— Los COV producidos por las bacterias epifitas de los granos de maiz almacenados
en el silo bolsa tienen actividad semioquimica sobre Sitophilus zeamais.
— Los COV emitidos por las bacterias epifitas presentan actividad antiflngica y

antimicotoxigénica sobre el hongo Fusarium verticillioides.

OBJETIVO GENERAL:

Estudiar las interacciones bioquimicas, funcionalidad y el contexto ecoldgico entre
bacterias, hongos e insectos que forman parte de los silos de almacenajes de granos a través

de los compuestos volatiles bacterianos.

Objetivos especificos:

1. Estudiar los COV producidos por diferentes cepas de bacterias aisladas del silo bolsa.

2. Evaluar los cambios conductuales de Sitophilus zeamais frente a la exposicion de los
COV bacterianos.

3. Evaluar los cambios en el desarrollo de Fusarium verticillioides y en la produccién de

fumonisinas frente a la exposicion de los COV bacterianos.
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MATERIALES Y METODOS

Obtencidn de granos de maiz, insectos y cepa fungica

Material vegetal: Los granos maiz (Zea mays L.) var. tijereta fueron obtenidos desde el

programa de mejoramiento de la Estacion Experimental Manfredi (INTA). ElI material se

conservo en envases cerrados y secos a una temperatura de -20°C.

Insectos: Se utilizaron adultos de Sitophilus zeamais Motschulsky (Coledptera:
Curculionidae), los cuales fueron criados a 28 + 2°C y a 70 = 5% de H.r. y en continua
oscuridad en contenedores de plastico, con dieta de cria de granos de maiz libres de
insecticida. La eleccion del insecto para este proyecto se basé en que S. zeamais es una

plaga primaria que se alimenta de granos de maiz sanos.

Cepa fungica: Los in6culos fangicos fueron preparados con la cepa F. verticillioides
M3125 (obtenida desde el departamento de Agricultura, Agricultural Research Service,
National Center for Agricultural Utilization Research, Peoria, IL, USA.). Para preparar el
indculo se agregd una solucion estéril de Tween 80 (2,5 % en PBS) sobre las colonias
fangicas desarrolladas durante 7 dias en medio agar papa dextrosa (APD). Las suspensiones
obtenidas se dejaron decantar durante 30 segundos, y se determind su concentracion por

conteo directo. Las suspensiones de conidios fueron conservadas a 4°C hasta su utilizacion.

Cepas bacterianas: Se utilizaron 4 cepas bacterianas del género Enterococcus (Tabla 1),

aisladas a partir de silo bolsa de granos de maiz con aproximadamente 6 meses de
almacenamiento en 2 sitios de la provincia de Cérdoba. El silo bolsa de donde se obtuvieron las
cepas 55 y 49 estaba ubicado en Villa del Rosario (31°, 32°, 17,02” S; 63°, 29°, 44,29” O), mientras
que el silo bolsa de donde se obtuvieron las cepas M4A y M4G estaba ubicado en Costa Sacate
(31°, 37, 58,96 S; 63°, 41°, 55,62 O). Para la obtencidén del inoculo, las bacterias se
incubaron en caldo De Man, Rogosa and Sharpe media (MRS) (Oxoid) a 28-30°C durante
24 horas.
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Tabla 1: Especies de bacterias aisladas de silos bolsa de granos de maiz, basadas en la

maxima similitud de la secuencia de gen ARN 16S.

Cepa Especie % de identidad
55 Enterococcus faecium 98
49 Enterococcus faecium 99
M4G Enterococcus casseliflavus 99
Enterococcus gallinarum 99
M4A Enterococcus casseliflavus 99

Estudio de los COV producidos por diferentes cepas de bacterias aisladas del silo

bolsa

Los COV producidos por las cepas bacterianas se determinaron mediante el analisis por
cromatografia de gases-espectrometria de masa (CG-EM) (Perkin Elmer 600) en dos
sustratos: a) granos de maiz y b) agar MRS. Frascos de 100 mL con sellos de aluminio y
tapones de siliconas conteniendo 25 g de maiz estéril, fueron inoculados con 5 mL del
cultivo bacteriano (aproximadamente 1 x10° bacterias mL™*) mas 3 mL de agua destilada
estéril. Frascos de 25 mL conteniendo 5 mL de agar MRS se inocularon con 30 uL del
cultivo bacteriano. Ademas, frascos con maiz estéril (con el agregado de 8 mL de agua) y
frascos con agar MRS estéril adicionados con 30 uL de agua destilada estéril fueron
utilizados como control. Los COV producidos por las cepas cultivadas en maiz fueron
analizados a los 14 dias post-inoculacion, mientras que los COV producidos por las cepas
cultivadas en agar MRS fueron analizados a los 7 dias post-inoculacion.

Luego del tiempo de incubacidn, los viales fueron calentados durante 20 minutos en
un bafio termostatizado con una temperatura de 45°C. Posteriormente, se insertd una fibra
de microextraccion de fase sélida SPME, divinilbenceno/carboxen/polidimetilsiloxano
(DVB/CAR/PDMS), 50/30 um Supelco/Sigma en el interior del vial y se la expuso durante
30 minutos. Después de colectar los volatiles con la fibra SPME ésta fue retraida al interior
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del porta fibra e inmediatamente inyectada al equipo de CG-EM (Perkin Elmer SQ8)
utilizando una columna no polar DB5 (60 m x 0.25 mm i.d. y 0.25 pum). EIl inyector fue
operado en modo splitless a 250°C. La temperatura del horno fue programada, 35°C
durante 2 minutos, 10°C/minuto hasta alcanzar los 200°C, 15°C/minutos hasta 230°C y se
mantuvo a 230°C por 5 minutos. La temperatura del detector de ionizacion en llama (FID)
se establecio a 280°C. EI espectrometro de masa fue operado a 70 eV en el modo de
ionizacion, la temperatura de la fuente fue de 200°C, la temperatura del cuadrupolo fue de
100°C y la temperatura de interface fue de 200°C, con un escaneo desde m/z 40 a 300
(Zheng vy col., 2013; Farag y col., 2017). El indice de retencién de cada compuesto
identificado fue calculado usando una serie de alcanos Cs-Cz. También se realizd la
identificacion de los compuestos usando una libreria de base de datos de espectros de masas
(NIST) y mediante la comparacidn con estandares obtenidos de Sigma-Aldrich (>97 % pureza).

Las determinaciones fueron realizadas por triplicado.

Evaluacion de los cambios conductuales de Sitophilus zeamais frente a la exposicion de

los COV bacterianos

Bioensayo repelencia/atraccion: Se utiliz6 un olfatbmetro de dos vias, descrito por
Herrera y col. (2015) (Fig. 2). Para evaluar el efecto del conjunto de volatiles producidos
por las bacterias epifitas de maiz, se utiliz6 un erlenmeyer de vidrio de 250 mL
conteniendo 25 g de maiz estéril inoculados con 5 mL del cultivo bacteriano
(aproximadamente 1x10° bacterias mL™) mas 3 mL de agua destilada estéril. Frascos con
maiz estéril adicionados con 8 mL de agua se utilizaron como control. Los tratamientos y
controles fueron incubados por 14 dias a 30 °C. Para evaluar el efecto individual de los
compuestos volatiles producidos por las cepas, antes de conectar los erlenmeyer con el
tubo, se colocaron 4 g de maiz en el interior de los erlenmeyer a los cuales se les adicion6
el COV a evaluar en las siguientes concentraciones: 0,4 pl L, 4 pl Ly 40 pl L. El
control consistio en 4 g de maiz con la adicion de agua estéril. Se conectaron dos
erlenmeyer de vidrio de 250 mL (1 tratamiento y un control) mediante un tubo de vidrio de
30x1 cm. En el centro del tubo de vidrio existe una pequefia perforacion de 1x1 cm, a

través de la cual se agregaron al sistema 20 insectos no sexuados con un ayuno de 24
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horas. De esta forma los insectos debieron elegir entre los dos erlenmeyer. El olfatémetro
se colocd en oscuridad a 25 £ 1°C y 60 = 3% H.r. y evaluado después de 1 hora 45
minutos. Los experimentos se realizaron entre las 10:00 am y 4:00 pm y la posicion de los
erlenmeyer fue modificada con cada una de las réplicas para evitar cualquier asimetria

ambiental.

Figura 2: Olfatbmetro de dos vias. Se observa la conexion entre los erlenmeyers y el tubo.

Los insectos fueron expuestos a elegir: a) entre los volatiles producidos por las
bacterias o el maiz estéril y b) distintas dosis del compuesto a evaluar o agua estéril como
solvente de control. Los ensayos fueron realizados 3 veces y los insectos se utilizaron por
Unica vez. En cada ensayo se utilizaron dos controles independientes (sin bacterias y sin
compuestos) para verificar que el movimiento de los insectos a través del dispositivo es al
azar. Con los datos obtenidos, se calcul6 el indice de respuesta (IR) usando la siguiente
ecuacion: IR=[(T-C) /Tot]x100, donde T es el nimero que responde al tratamiento, C es el
namero que responde al control y Tot es el numero total de insectos (Phillips y col., 1993).
Valores positivos de IR indican atraccion al tratamiento, mientras que los valores negativos

indican repelencia.
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Evaluacion de los cambios en el desarrollo de Fusarium verticillioides y en la

produccion de FB1

Efecto de COV en el desarrollo del hongo: La accion de los COV fue evaluada siguiendo
el método descrito por Cordero y col. (2014) modificado. Se sembré 0,1 mL del in6culo
bacteriano en placas de Petri conteniendo agar MRS que fueron incubadas durante 72 horas
a 28-30°C. Por otro lado, en el centro de placas de Petri conteniendo agar extracto de maiz
(AEM) (harina de maiz 30 g, agar 20 g, agua 1 litro) se seccion6 con un sacabocados una
pieza de AEM de 5 mm de diametro; luego, dentro de este espacio se sembraron 10 pL de
una suspension conteniendo una concentracion de 1x10’ esporas por mL. Para cada
tratamiento se enfrentaron las placas sembradas con hongos vs. las placas sembradas con
bacterias, se sellaron con parafilm y se incubaron a 28-30 °C durante 7 a 10 dias (Meng y
col., 2016). Como control se enfrentdé una placa sembrada con el hongo a una placa con
agar MRS sembrada con 0,1 mL de agua estéril. Se realizaron 10 réplicas por tratamiento y

control y todos los dias se midio el didmetro de micelio con un calibre.

Figura 3: Se observa una placa conteniendo agar MRS (control) enfrentada a una placa
conteniendo AEM sembrada con el hongo y sellada con parafilm.
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Los resultados fueron expresados como porcentaje de inhibicion de crecimiento del
micelio (PIC), utilizando la siguiente formula: PIC = [(C-T)/100]x100, siendo C la media
del area del control (mm?), y T el area de cada tratamiento (mm?) (Yuriko y col., 2017).
Para calcular la tasa de crecimiento del hongo, los radios del micelio se representaron en
funcién del tiempo y se aplico una regresion lineal para obtener la tasa de crecimiento
como la pendiente de la linea. La fase Lag (tiempo que tarda un microorganismo en
alcanzar la fase de crecimiento exponencial) se determin6 como la abscisa de las curvas de

la tasa de crecimiento (Pizzolitto y col., 2015).

Efecto de COV en la produccion de FB1: Para determinar la biosintesis de micotoxina
FB1, 5 placas se incubaron hasta alcanzar los 28 dias a 28-30°C. Luego, las placas se
secaron en estufa de aire forzado por 96 horas a 60 °C. Posteriormente, su contenido se
molié hasta obtener un polvo fino. Finalmente, se agregaron 10 mL de agua mili Q y se
extrajo la micotoxina FB: agitando durante 120 minutos y centrifugando a 5000 rpm
durante 15 minutos. La cuantificacion de la FB1 se realizé segun Shephard y col. (2000).
Una alicuota de 50 pL, fue derivatizada con 200 pL de una solucion preparada adicionando
5 mL de 0,1M de tetraborato de sodio y 50 pL de 2-mercaptoetanol a 1 mL de metanol
conteniendo 40 mg de o-ftaldialdehido. Las muestras derivatizadas fueron estudiadas por
HPLC utilizando un detector de fluorescencia. Las longitudes de onda utilizadas fueron 335
y 440 nm por emisién. Se utilizé una columna de fase reversa C18 (150 mm x 4,6 mm de
didmetro interno). La fase mavil fue metanol, NaH2POa4, 0,1 M (75:25 v/v) con un pH 3,35
y un caudal de 1,5 mL minuto™. La cuantificacion de FB; se realizd por comparacion con
areas de picos obtenidos desde las muestras con aquellas de los estandares analiticos de FB:1
(PROMEC, Programme on Mycotoxins and Experimental Carcinogenesis, Tygerberg;
Republic of South Africa). Los resultados se expresaron como pg mL™ de la micotoxina
FB1.

Andlisis estadistico

Los datos obtenidos fueron sujetos a un andlisis de varianza de una via (ANAVA) seguida

de una prueba a posteriori (LSD; p<0,05). Los datos que no se ajustaron a una distribucion
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normal (prueba de Shapiro-Wilks modificado) fueron analizados mediante la prueba no
paramétrica de Kruskal-Wallis. Los supuestos de homogeneidad de varianza se
corroboraron mediante la construccion de graficos QQ-plot. Para el analisis de repelencia,
se realizaron pruebas T-Student para comparaciones de a pares. Los analisis estadisticos se

realizaron utilizando el programa InfoStat (Di Rienzo y col., 2013).
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RESULTADOS

Estudio de los COV producidos por diferentes cepas de bacterias aisladas de silo bolsa

Al analizar los COV producidos por las cepas bacterianas incubadas en granos de maiz
durante 14 dias, se observaron picos pertenecientes a los compuestos 2,3-butanodiona
(diacetilo), &cido acético y 3-hidroxi, 2-butanona (acetoina). Sin embargo, es importante
destacar que el area de los cromatogramas fue mayor en las cepas 49 y 55 (Ver Anexo). En
todas las cepas, la acetoina fue el compuesto que se produjo en mayor proporcion. Ademas,
en los cromatogramas de los COV producidos por la cepa M4G, se detectaron otros 3
compuestos, pero en baja proporcién (Tabla 2). Al comparar la produccion de COV entre
los dos sustratos, se observé que las cepas bacterianas cultivadas en agar MRS, produjeron
mayor nimero de COV. Al igual que en maiz los principales COV producidos fueron
diacetilo, acido acético y acetoina, pero en diferente proporcion segin la cepa. En este
sentido, la cepa M4A produjo mayor proporcion de diacetilo y las cepas 55 y 49 las
mayores proporciones de acetoina. Las cepas cultivadas en agar MRS produjeron, ademas
de los tres volatiles principales, un gran namero de COV en baja proporcion. Los perfiles
de volatiles variaron entre las cepas analizadas y en algunos casos los COV fueron

especificos para una cepa (Tabla 3).
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Tabla 2: Compuestos organicos volatiles producidos por las cepas analizadas y cultivadas en

granos de maiz durante 14 dias.

Método de

Compuesto  Similitud IR IRIit 55 M4A 49 M4G . e
identificacion
Porcentaje relativo

Diacetilo 951 591,80 593 883 776 1129 556 IR, GC-MS, EST
Acidoacético 924 62035 594 1866 1954 10,56 19,49 IR, GC-MS, EST
Acetoina 880 69192 678 7250 72,69 7838 70,55 IR, GC-MS, EST
3-metil -1- 864 72280 740 ; ; ; 1.29 IR, GC-MS, EST
butanol

2-metil-1- 820 72771 732 ; ; ; 0,87 IR, GC-MS
butanol

2-metil 853 82486 826 ; ; ; 2,20 IR, GC-MS
pirazina

IR: indices de retencién de Kovats calculado a partir del tiempo de retencién de una serie de alcanos Cs-Cao.
IRIit: indice de retencién de Kovats obtenido de la literatura.
Los picos fueron identificados en base a: IR, comparacion de indices de retencion con datos publicados; GC-
MS, comparacion de espectros de masas con los listados en la libreria NIST; EST, estdndares obtenidos de

Sigma-Aldrich (>97% pureza).

GERGOLET DIAZ, Donald Gabriel

18



Tabla 3: Compuestos organicos volatiles producidos por las cepas analizadas y cultivadas en agar

MRS durante 7 dias.

Compuesto Similitud IR IRt 55 M4A 49  M4G d':e/lnétti(lzi(::(e)\cdign
Porcentaje relative
2 metil propanal 876 558,85 543 1,73 - - - GC-MS
Diacetilo 951 591,80 593 596 3511 516 426 IR, GC-MS, EST
2-butanona 843 598,20 581 - - 119 367 GC-MS
2-metil furano 874 602,38 610 - - 110 2,00 GC-MS
Acido acético 924 620,35 594 2806 20,08 27,35 31,49 IR, GC-MS, EST
No identificado 658,95 - - - 1,00 GC-MS
2-pentanona 880 669,75 687 - 0,46 - - IR, GC-MS
Acetoina 911 691,02 678 5154 3582 4999 3838 IR, GC-MS, EST
3-metil-3-buten-1-ol 829 71789 731 - 0,31 - - IR, GC-MS
3-metil-1-butanol 864 722,80 740 119 169 224 255 IR, GC-MS, EST
2-metil-1-butanol 820 72771 732 067 027 142 168 IR, GC-MS
Dimetilo disulfuro 744 732,63 722 - 0,48 1,19 1,17 GC-MS
éf;ggﬁégggt” 900 75368 752 069 045 079 111 GC-MS
2-butenal, 3-metil 878 78211 784 046 024 078 0,65 IR, GC-MS
Acido butanoico 805 790,88 772 074 052 099 1,01 IR, GC-MS
bASggO?;'C":et” 882 84810 835 243 164 287 239 IR GC-MS
bASggozi'c":et” 806 85654 841 036 0,32 - - IR, GC-MS
Acido pentanoico, 2-
hidroxi-4-metil-, metil 798 94751 987 562 030 386 7,29 IR, GC-MS
éster
Acido hexanoico 733 979,72 973 036 026 059 0,80 IR, GC-MS
2-Nonanona 812 1090,18 1090 - 1,67 - - IR, GC-MS
Acido octanoico 811 1168,70 1171 021 038 050 054 IR, GC-MS

IR: indices de retencion de Kovats calculado a partir del tiempo de retencion de una serie de alcanos Cs-Coo.

IRlit: indice de retencion de Kovats obtenido de la literatura.

Los picos fueron identificados en base a: IR, comparacion de indices de retencion con datos publicados; GC-
MS, comparacion de espectros de masas con los listados en la libreria NIST; EST, estdndares obtenidos de
Sigma-Aldrich (>97% pureza).
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Evaluacion de los cambios conductuales de Sitophilus zeamais frente a la exposicion de

los COV bacterianos

El IR obtenido para los maices tratados con la cepa 55 y 49 fue positivo y significativo,
indicando una atraccion de S. zeamais hacia los COV producidos por estas cepas
bacterianas. Por el contrario, los COV emitidos por la cepa M4G produjeron repelencia (IR
negativo), mientras que el tratamiento con la cepa M4A no fue significativo (Fig. 4).

Para los ensayos con los volatiles individuales soélo se utilizaron aquellos
compuestos producidos en mayor proporcion por las cepas bacterianas (diacetilo, acetoina y
acido acético). Luego de analizar la respuesta conductual de S. zeamais frente a la
exposicion de los compuestos volatiles individuales en diferentes concentraciones, se pudo
observar que los valores de IR que se obtuvieron para el volatil acetoina indicaron una
respuesta de atraccion por parte de los insectos. Sin embargo, s6lo se encontraron
diferencias significativas al evaluar la concentracion de 40 pg L. Por otro lado, el
compuesto &cido acético presentdé un valor IR negativo y significativo en las 3
concentraciones evaluadas, indicando repelencia por parte de S. zeamais cuando fue
expuesto a este volatil. Por Gltimo, los resultados obtenidos para los ensayos realizados con
el compuesto voldtil diacetilo no mostraron diferencias estadisticamente significativas
(Tabla 4).
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Figura 4: Respuesta conductual de S. zeamais frente a los compuestos volatiles producidos por las
cepas 55, M4G, M4A y 49. * indica diferencias significativas para la prueba de comparaciones de a
pares (T-Student; p<0,05). Las barras indican el error estandar (EE).

Tabla 4: indice de respuesta conductual de S. zeamais frente a los compuestos volatiles

individuales a diferentes concentraciones.

Concentracién Acetoina Acido acético Diacetilo
Maiz + 0,4 pg L 4,63 £ 6,97 -30,90 + 6,17* -5,27+12,14
Maiz + 4 pg L? 13,39+£6,70 -61,81 + 6,51* 9,67 +7,28
Maiz + 40 pg L? 15,59 £5,11* -70,40 + 5,56* -6,44 + 12,89

Los datos representan la media + EE de 9 réplicas. * indica diferencias significativas en pruebas
para comparaciones de a pares (T-Student; p<0,05).
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Evaluacion de los cambios en el desarrollo de Fusarium verticillioides y en la

produccion de FB1 frente a la exposicion de los COV bacterianos

La figura 5 muestra el porcentaje de inhibicién de crecimiento de F. verticillioides con
respecto al control, expuesto a los COV producidos por las cepas bacterianas. Los ensayos
realizados con las cepas 55, 49 y M4A presentaron diferencias significativas con respecto al
grupo control. Ademas, la cepa M4A mostro diferencias significativas con el resto de los
tratamientos, y un mayor porcentaje de inhibicidn de casi un 60 % frente a un 20 % de las
cepas 55y 49 (Fig. 6,7,8Yy9).
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F. verticillioides F. verticillioides F.verticillioides F. verticillioides
+ cepa 55 + cepa 49 + cepa M4G + cepa M44

=

Figura 5: Porcentaje de inhibicion del crecimiento de F. verticillioides expuesto a COV producidos
por las diferentes cepas bacterianas. * indica diferencias significativas con respecto al control; letras
diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (prueba ANAVA,; Test LSD;

p <0,05). Las barras indican el EE.
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Figura 6: F. verticillioides cultivados en agar maiz. A: Control. B: micelio expuesto a los COV

producidos por la cepa 55.
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Figura 7: F. verticillioides cultivados en agar maiz. A: Control. B: micelio expuesto a los COV
producidos por la cepa 49.
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Figura 8: F. verticillioides cultivados en agar maiz. A: Control. B: micelio expuesto a los COV
producidos por la cepa M4G.
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Figura 9: F. verticillioides cultivados en agar maiz. A: Control. B: micelio expuesto a los COV
producidos por cepa la cepa M4A.
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Con respecto a los resultados obtenidos para la fase Lag del crecimiento de F.
verticilliodes, se observo una fase significativamente mas larga en los hongos expuestos a
los voléatiles emitidos por la cepa M4A y M4G con respecto al control, siendo la fase de los
hongos enfrentados con la cepa M4A mas del doble (Fig. 10). Al analizar la produccion de
la micotoxina FBi, se detectdé que los COV producidos por la cepa M4A reducen
significativamente la produccion de esta toxina con respecto al control y al resto de las
cepas. En este sentido, los COV emitidos por la cepa M4A reducen en un 75 % la
produccion de la toxina (Fig. 11).
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verticillioides verticillioides verticillioides verticillioides verticillioides
(control) +cepa55  +cepad9 +cepa MG + cepa M4A

FaseLag (h)

Figura 10: Desarrollo de la fase Lag de F. verticillioides expuesto a los COV de las diferentes
cepas bacterianas. * indica diferencias significativas con respecto al control; letras diferentes

indican diferencias significativas entre tratamientos (prueba de Kruskal Wallis; p <0,05). Las barras
indican el EE.
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Figura 11: Concentracién de la micotoxina FB1 producida por F. verticillioides expuesto a los COV
de las diferentes cepas bacterianas. * indica diferencias significativas con respecto al control; letras
diferentes indican diferencias significativas entre tratamientos (prueba ANAVA,; Test LSD;

p <0,05). Las barras indican el EE.
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DISCUSION

Los compuestos volatiles juegan un papel importante en la estructuracion de la vida en
nuestro planeta cumpliendo diversas funciones en sistemas naturales y artificiales. Estos
compuestos son producidos por numerosos organismos como plantas, animales, hongos v,
por ultimo, pero no menos importante, por bacterias (Schulz & Dickschat, 2007). Las
bacterias en su actividad metabolica producen un gran nimero de compuestos volatiles que
pueden tener diversas funciones, y la gran diversidad de los COV los hace una fuente de
compuestos naturales nuevos. Particularmente en las bacterias, el perfil de COV se atribuye
a su metabolismo especifico 0 a la ruta metabdlica que esta activa. Dependiendo del medio
y las condiciones de crecimiento, el conjunto de volatiles producidos por las bacterias
puede variar (Kai y col., 2009). En este estudio, el nimero de compuestos volatiles
producidos por las cepas en agar MRS (21 COV) fue superior al producido en maiz (6
COV), ya que el agar MRS es un medio éptimo para el cultivo de bacterias acido lacticas
proporcionandole los requerimientos nutricionales para su crecimiento y produccién de
metabolitos primarios y secundarios (Schillinger & Holzapfel, 2003) Es importante
destacar, que también varid la proporcion de los volatiles emitidos entre ambos sustratos.
Por ejemplo, la cepa M4A produjo mayor proporcion de diacetilo cuando fue cultivada en
agar MRS (32,37 % vs. 7,76 %). Estudios realizados por Bustos y col. (2004) con
Lactobacillus pentosus (bacteria lactica utilizada en la produccién vitivinicola),
demostraron que la asimilacion de aztcares simples por parte de las bacterias cultivadas en
medio MRS fue mayor que las cultivadas en sustrato vegetal, mostrando que, en este medio
de cultivo, las bacterias lacticas presentan un mejor desarrollo y un metabolismo mas
activo. Nuestros resultados acuerdan con lo observado por Kintzel y col. (2016), quienes
encontraron que diferentes medios de cultivo estuvieron asociados con diferencias
importantes en el nimero y concentracion de los COV emitidos por Mycobacterium avium.
Estos autores también reportan que algunos COV decrecieron significativamente con el
aumento de la densidad bacteriana, asi como también la concentracion de COV a mayores
tiempos de incubacion.

Las cepas bacterianas del género Enterococcus provenientes de granos de maiz de
silo bolsa utilizadas en este estudio produjeron acetoina, diacetilo y acido acético en mayor

proporcidn, coincidiendo con los resultados obtenidos por otros autores. Martino y col.
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(2016) analizaron los compuestos volatiles producidos por Enterococcus faecium, bacteria
capaz de fermentar el citrato, el cual se metaboliza en piruvato y finalmente se deriva en la
produccion de los compuestos aromaticos diacetilo y acetoina. Asimismo, Nieto-Arribas y
col. (2011) reportaron que, Enterococcus faecium, Enterococcus faecalis, Enterococcus
hirae y Enterococcus avium, producian elevadas proporciones de acetoina y diacetilo en
productos lacteos.

Uno de los insectos plagas méas importante en los silos de almacenaje de granos es
S. zeamais, por lo que generar estrategias para su control resulta de gran relevancia para
asegurar la calidad de los granos. El andlisis conductual de S. zeamais expuesto a los
volatiles producidos por las cepas bacterianas aisladas de silos de almacenaje de granos
reveld que los COV bacterianos producidos por algunas cepas ejercen atraccion (cepa 49 y
55) mientras que la M4G repelencia y la cepa M4A no produjo preferencia por parte de los
insectos. Los resultados de atraccion observados por la cepa 55 y 49 podrian deberse a la
alta proporcion de acetoina producida por estas cepas cuando fueron cultivadas en granos
de maiz, lo cual se corrobora por la preferencia observada de estos insectos hacia granos
adicionados con este volatil a la concentracion mas alta evaluada (40 pg L?). Estos
resultados son acordes con antecedentes informados por Becher y col. (2012) quienes
reportan que Drosophila melanogaster (Diptera: Drosophilidae) es atraida por el volatil
acetoina producida por Saccharomyces cerevisiae. Del mismo modo, estudios realizados
por Lorenzo y col. (1999) confirman que Rhodnius prolixus (Hemiptera: Reduviidae) es
fuertemente atraido por los diferentes COV bacterianos. Esta reportado en la bibliografia
que los volatiles bacterianos actian como semioquimicos afectando el comportamiento de
los insectos (Davis y col., 2013). Si bien la proporcion de acetoina fue alta en las cepas
M4G y M4A, la menor area de este compuesto observado en los cromatogramas podria
explicar la falta de atraccion.

El analisis de los compuestos individuales indica que el acido acético es un
compuesto fuertemente repelente para los insectos y dependiente de la concentracion, el
cual estuvo presente en iguales concentraciones en las cepas 55, M4A y M4G cuando éstas
fueron cultivadas en maiz. Ademas, en la cepa M4G se detectd el compuesto 3-metil-1-
butanol, reportado como un fuerte repelente (Zunino y col., 2015). La produccion de estos 2

volatiles repelentes para S. zeamais (acido acético + 3-metil-1-butanol) podria explicar que
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solo esta cepa ejerza repelencia. También, Hwang y col. (1980) encontraron que el &cido
acético mostraba un efecto repelente en mosquitos Culex tarsalis y Culex pipiens
quinquefasciatus, afectando ademé&s el sitio de ovoposicion de dichas especies.
Contrariamente cuando Drosophila melanogaster es expuesta a acido acético, se siente
atraida por este volatil (Joshep y col., 2009; Ai y col., 2010).

El desarrollo del hongo fitopatégeno F. verticillioides estuvo afectado por los
volatiles emitidos de tres de las cepas bacterianas estudiadas (55, 49 y M4A). Sin embargo,
los volatiles producidos por la cepa M4A fueron los que inhibieron en mayor medida el
crecimiento fungico, afectando tambien la fase Lag y la produccion de micotoxina.
Nuestros hallazgos involucran el efecto de los compuestos en la fase de vapor, lo cual tiene
importancia debido a que los COV tienen efecto mas alla de su punto de emision. Estudios
realizados en Fusarium oxysporum expuesto a COV bacterianos de Serratia spp.
demostraron que dichos volatiles presentan una accion antagénica en la respuesta del hongo
(Minerdi y col., 2009). Asimismo, Wheatley (2002), comprob6 que la exposicion de los
hongos Phanerochaete magnoliae y Trichoderma viride a COV bacterianos producidos por
Citrobacter freundii y Pseudomonas fluorescens puede tener efectos que incluyen tanto la
estimulacion como la inhibicion del crecimiento, en un 40% y un 60%, respectivamente.
Por su parte, Fernando y col. (2005) reportaron que los volatiles pueden desempefiar un
papel importante en la inhibicion de la actividad esclerotial, limitando la produccién de
ascosporas Yy reduciendo los niveles de infeccién. Ademas, la reduccion en la produccién de
la FB1 es de gran relevancia debido a que éstas son causantes de graves enfermedades.
Estudios experimentales han comprobado que la fumonisina genera lesiones renales en la
mayoria de los modelos animales de estudio, defectos cardiacos en babuinos y cerdos,
edema pulmonar e hipertrofia media en arterias pulmonares de cerdo, cancer hepatico y
renal en ratas alimentadas cronicamente con FBi. En cuanto a salud humana, existen
evidencias que las asocian con el aumento de la incidencia de cé&ncer de esofago en
Sudafrica, China, NE de Italia y SE de Estados Unidos (Bullerman, 2007).

El volatil en mayor proporcion producido por la cepa M4A cuando fue cultivada en
agar MRS es el diacetilo, por lo que éste seria el responsable de la alta inhibicion. Ademas,
este compuesto presenta actividad antimicrobiana pudiendo asi afectar el crecimiento y

produccion de micotoxinas del hongo (Jay, 1982; Kang & Fung, 1999). Ensayos recientes
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en nuestro laboratorio han demostrado que el uso del compuesto diacetilo a bajas
concentraciones (0,1 mM L) presenta un alto efecto inhibitorio sobre el crecimiento de F.
verticillioides (datos no publicados). El bajo efecto inhibitorio que presentan la cepa 55 y
49 podria deberse a la baja proporcion de diacetilo producido por estas bacterias cuando
fueron cultivadas en agar MRS, mientras que la cepa M4G emitio la méas baja proporcion
del volétil. Esta baja proporcion de diacetilo producida por la cepa M4G, podria ser
suficiente para afectar la fase Lag de crecimiento. El efecto antimicrobiano del diacetilo fue
evaluado en trabajos realizados por diferentes autores, aungque no existen datos de su efecto
sobre F. verticillioides. En este sentido, O'Bryen y col. (2009) comprobaron que el
compuesto diacetilo producia inhibicion en el crecimiento de Listeria monocytogenes. Asi
también, estudios realizados en Escherichia coli y Salmonella typhimurium demostraron
que el diacetilo inhibia el crecimiento de estas bacterias (Kang & Fung, 1999). En
investigaciones realizadas por Aunsbjerg y col. (2015), se identificd al diacetilo como el
principal volatil producido por Lactobacillus paracasei mostrando actividad antifingica
hacia dos cepas de Penicillium spp. Por otro lado, la cepa M4A produjo en baja proporcion
el volatil 2-Nonanona el cual esta reportado por Zheng y col. (2013) como inhibidor del
desarrollo del hongo Colletotrichum gloeosporioides.

En cuanto al volatil acetoina, presente en alta proporcion en los ensayos realizados,
trabajos previos demostraron que no presenta efecto inhibitorio y en algunos hongos puede
incluso promover el crecimiento. Estudios publicados por Gotor-Vila y col. (2017) sobre el
efecto inhibitorio generado por los COV (entre ellos acetoina) producidos por Bacillus
amyloliquefaciens sobre los hongos Manilinia laxa, Manilinia fructicola y Botrytis cinerea,
demostraron que el compuesto acetoina no presenta efecto inhibitorio sobre el crecimiento
de las distintas especies estudiadas. Ademas, Aunsbjerg y col. (2015) reportaron estudios
realizados con Lactobacillus paracasei donde la produccion de acetoina por parte de esta
cepa no presento actividad antifangica frente a dos cepas de Penicillium spp.

En comparacion con los compuestos solubles, los compuestos volatiles pueden
difundir mas rapido a través de distancias mas largas lo cual facilita la interaccion con otros
organismos. Por lo tanto, tienen un rol importante en la comunicacion y competencia con
otros organismos. Las razones por las cuales los microorganismos producen COV no estan

completamente dilucidadas, pero al menos en este trabajo se observaron 2 funciones
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principales de los COV producidos por bacterias presentes en los silos de almacenaje de
granos: a) la competencia mediante la accidén antimicrobiana, que provee una ventaja por
supresion del otro competidor, y b) efectos conductuales de atraccion o repelencia. Este
trabajo contribuye al entendimiento de las interacciones, mediadas por los COV, que
pueden ocurrir en el silo de almacenaje de granos, las cuales pueden ser una herramienta

mas segura para la conservacion de granos almacenados y el manejo de plagas.

CONCLUSION

En este trabajo se ha podido determinar el efecto que inducen los COV producidos por las
bacterias epifitas de los granos de maiz almacenados en silo bolsa. Los COV producidos
por las cepas 55, 49 y M4G presentaron actividad semioquimica sobre S. zeamais. Los
insectos demostraron atraccion al volatil acetoina y los COV emitidos por las cepas 55 y
49, mientras que mostraron repelencia al &cido acético y los COV emitidos por la cepa
MA4G.

Los COV emitidos por las cepas 55, 49 y M4A presentaron actividad antifungica
afectando el crecimiento de F. verticillioides. Asimismo, la cepa que produjo mayor
proporcién del compuesto diacetilo (M4A) ejercié una mayor inhibicion del crecimiento

fangico reduciendo también la produccion de la micotoxina FB1.
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FIGURAS ANEXO
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Figura 12: Cromatograma correspondiente a los COV producidos por la cepa 55 en agar MRS. (a)
diacetilo; (b) acido acético; (c) acetoina.
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Figura 13: Cromatograma correspondiente a los COV producidos por la cepa M4A en agar MRS.
(a) diacetilo; (b) acido acético; (c) acetoina.
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Figura 14: Cromatograma correspondiente a los COV producidos por la cepa M4G en agar MRS.
(a) diacetilo; (b) acido acético; (c) acetoina.
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Figura 15: Cromatograma correspondiente a los COV producidos por la cepa 49 en agar MRS. (a)

diacetilo; (b) acido acético; (c) acetoina.
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Figura 16: Cromatograma correspondiente a los COV emitidos por el control agar MRS.
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Figura 17: Cromatograma correspondiente a los COV producidos por la cepa 55 en granos de maiz.

(a) diacetilo; (b) &cido acético; (c) acetoina.
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Figura 18: Cromatograma correspondiente a los COV producidos por la cepa M4A en granos de
maiz. (a) diacetilo; (b) acido acético; (c) acetoina.
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Figura 19: Cromatograma correspondiente a los COV producidos por la cepa M4G en granos de

maiz. (a) diacetilo; (b) acido acético; (c) acetoina.
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Figura 20: Cromatograma correspondiente a los COV producidos por la cepa 49 en granos de maiz.
(a) diacetilo; (b) acido acético; (c) acetoina.
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Figura 21: Cromatograma correspondiente a los COV emitidos por el control granos de maiz.
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