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RESUMEN

El mercado del maiz estd direccionado a mejoracaliddad de produccion y el
rendimiento de granos a cosecha. La eficiencia dilizacion del grano de maiz en la
alimentacion esta estrechamente vinculada corliiadasanitaria del mismé.usarium
verticillioides es un fitopatdgeno que invade de forma sistérda@cplanta de maiz
causandole importantes enfermedades; su presameiate el crecimiento y desarrollo
del cultivo, aumenta el riesgo de contaminacionlagegranos con las micotoxinas
fumonisinas; causantes de leucoencefalomalaciam@guedema pulmonar porcino, y
clasificadas como carcinogénicos del tipo 2B pdraoenbre. Es por ello de suma
importancia el desarrollo de estrategias de cortedF. verticillioides con el fin de
prevenir la contaminacion del cultivo. ElI contrabldgico se presenta como una
alternativa al control quimico, a fin de evitar amsecuentes efectos adversos. En
investigaciones previas se seleccionaron los agerde biocontrol Bacillus
amyloliquefaciensy Microbacterium oleovorans eficaces en la reduccion del
fitopatdogeno y el contenido de fumonisinas en gsamaosecheaEl presente trabajo
tuvo como objetivo desarrollar dos bioformuladosh cestos agentes de control
bioldgico, que fueran capaces de mantener el patebofungicida de los mismos,
incrementar la tolerancia a las fluctuaciones anthles y lograr una produccion de alta
eficacia y bajo costo. Se realiz6 la adaptacidolégica de los ACB en condiciones de
estrés osmotico y se demostré6 que ambos sinteliimasolutos compatibles glicina-
betaina y ectoina, lo cual favorece el rendimiehiante el proceso de formulacion y
permite a las células incrementar la tolerancesties ambiental de la rizésfera de maiz
en el campo. Se selecciond el medio de cultivo se bde melaza modificado
osmoéticamente con CINa a actividad acuogd (g97. En dicho medio se obtuvo buena
produccion de biomasa y alta sobrevivencia. Se guosb los rendimientos de
formulados liquidos vy liofilizados. Para la bactadion de las simientes se seleccioné
in vitro el adhesivo aceite de parafina al 2%, el cual pErrobtener un pelleteado
uniforme, importante viabilidad de los ACB duraetealmacenamiento y no afecto la
germinacion ni el crecimiento de las plantulas.uBrprimer ensayo a campo se realizo
la bacterizacion de las semillas con los formuldaidgizados y agua como humectante
y adhesivo. Si bien la inoculacion de la simiemt@ s ACB no se tradujo en una
disminucién de la incidencia dE. verticillioides en los granos, se observo una

reduccion significativa del contenido de fumonisiBa Plantas tratadas con el



formulado a base dd. oleovorangnostraron una reduccion de fumonisinaniayor al
70%, y con el formulado d8. amyloliquefacienamayor al 50%. Con el fin de
determinar a nivel de campo la eficacia del adlwessleccionadan vitro, se realizo
durante dos afios consecutivos el mismo ensayo ewonllas bacterizadas con los
formulados liofilizados y aceite de parafina al Z¥ales tratamientos no alteraron la
incidencia del patdgeno ni generaron una reducsignificativa del contenido de
toxina en los granos a cosecha. Por ello conclyinpas la 6ptima bacterizacion de las
simientes de maiz con los bioformulados liofilizadoon la finalidad de generar una
reduccion significativa del contenido de toxinasgeanos a cosecha, se debe realizar
con agua, como adhesivo y humectante, previo i@habsa. Es importante destacar que
los formulados biolégicos elaborados son compaibleon los curasemillas
convencionales, son ambientalmente seguros, inpcuos alteran la actividad
microbiana de las comunidades del suelo, no dgsiduos y no generan resistencia.
No existen en el mercado nacional e internaciootla®, productos biofungicidas con

estas mismas caracteristicas.



ABSTRACT

The maize market had been directed to improvingqgunaity of production and grain
yield at harvest. The efficiency of the use of magzain in the diet is closely related to
the sanitary quality of itFusarium verticillioidesis a plant pathogen that invades the
plant systemically causing important diseases. giesence of the fungus during the
growing and development of the crop increases le af grain contamination with
fumonisins. This mycotoxins are the cause of lenkephalomalacia equine and
porcine pulmonary edema, and have been classifidgpe 2B carcinogen for humans.
It is therefore of great importance the developmehtF. verticillioides control
strategies, in order to prevent the contaminatibrthe crop. Biological control is
presented as an alternative to chemical controlprater to avoid their consequent
adverse effects. In previous research the biocbatyentsBacillus amyloliquefaciens
and Microbacterium oleovoransvere selected. Both agents were effective in reduc
the pathogen and fumonisins in harvested grains.aiim of this study was to develop
two formulations with this biological control ageniThese formulations should be able
to maintain the fungicide potential, increase thlerance to environmental fluctuations
and achive high production efficiency and low cd3hysiological adaptation was
carried out in osmotic stress conditions. This detinaded that both bacteria synthesize
the compatible solutes glycine-betaine and ectoifl@is adaptation improve the
performance during the formulation process andwalgells to increase tolerance to
environmental stress in the rhizosphere of maizeha field. Growing medium of
molasses osmotically modified with NaCl to 0.97 evaactivity was selected. In this
medium was obtained good biomass production ank $ugvival. Liquid and freeze-
dried formulations yields were tested. Adhesiveaffar oil 2% was selected for
bacterization of seeds vitro. This adhesive allowed to obtain a uniform petigtand
high viability during storage. This substance dat affect germination and seedling
growth. In a first field trial was conducted theedebacterization with freeze-dried
formulations and water as humectant and adhesiltaodgh the inoculation of seed
with formulations did not produce a decrease initteddence off-. verticillioides in
grains, a significant reduction of fumonisin Bas observed. Plants treated with

oleovoransformulation showed a reduction of fumonisin Bigher than 70%B.



amyloliquefaciengormulation produced a toxin reduction higher t&&@96. In order to
determine the effectiveness of the treatments thi#hadhesive selectad vitro, for two
consecutive years the same test was performeeldtiével. These treatments did not
modify the incidence of pathogen and neither gdedra significant reduction in the
toxin content in harvested grain. Therefore waschate that optimal bacterization of
maize seeds with freeze-dried formulations, in otdegenerate a significant reduction
in toxin content in harvested grain, must be penkxt with water as humectant and
adhesive before planting. The biological formulasiadeveloped are compatible with
conventional seed treatments, are environmentafly, iarmless, not alter the microbial
activity of soil communities, leave no residue aral generate resistance. In national

and international markets not exist biofungicidesdpicts with the same characteristics.
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INTRODUCCION

1. Maiz

1.1.Importancia del maiz para el sector agroalimentario

El sector agroalimentario ha jugado un papel furetaal en la economia Argentina por
su tradicional aporte a la produccién, empleo y oetquiones. Este sector es
responsable de la generacion de mas del 50% @xpastaciones argentinas, lo cual le
permite ser el sexto exportador mundial de aliment@s principales productos del
sector agroindustrial exportados por la Argenti@ascuentran en el complejo sojero,
las tortas, el aceite y los porotos de soja reptasdas exportaciones de mayor valor.
Si se observa la importancia de la Argentina emmefcado de cada producto, se
encuentra que es el primer exportador de tortaseijleade soja, yerba mate, jugo de
uva, jugo de limén concentrado, aceite de mani mecae caballo. Es el segundo
exportador de sorgo, tortas de girasol, maiz, meaparado, tortas de mani, aceite de
cartamo, aceite de girasol, limones y limas, ajmigl natural. Argentina es el tercer
exportador de aceitunas en conserva, ciruelas ,sbadsa de trigo, soja y mani sin
cascara, y se destaca como exportador de alpigte,de manzana concentrado, trigo,
carne de conejo, frijoles secos, arroz descascatadoe entera en polvo, aceite de
oliva, cebada, tabaco bruto, pasas, lana limpiagsviy carne de pollo, entre otros
(ONCCA, 2011).

En Argentina el maizZeamays L), junto con la soja y el trigo, representan laghds

la produccion granifera nacional. Se encuentraedos tres cultivos para grano mas
importantes en términos de rendimiento mundialjisigdo al trigo y antecediendo al
arroz (INTA, 2009). La produccion mundial de maieaid significativamente debido
en parte al aumento de las tierras cultivadas stnaereal, y sobre todo, gracias a las
mejoras genéticas, a la aplicacion de técnicasefidentes de cultivo y a la utilizacion
de fertilizantes, asi como al empleo de variedadessas con mayor capacidad de
reproduccion. Los paises en desarrollo dedicantimass al cultivo de maiz que los
paises desarrollados, pero estos obtienen un resrdoraproximadamente cuatro veces
mayor (FAO, 1993).

En la campafa 2009/2010 en Argentina se sembraBf0.000 ha y se obtuvo una
produccion de 21,5 millones de toneladas (MMt) (WSR012), de las cuales 16,9
fueron exportadas. Los principales compradoresofueran, Colombia, Argelia,

Malasia y Egipto (SENASA, 2010). El primer expodadue Estados Unidos, que



exporté 49.8 MMt de las méas de 334 que produjoaemrampara record de 2010.
Argentina exportd 342 Kg del los 511 Kg/habitarfie/aroducidos (67%) y Estados
Unidos sdlo 160 Kg de los 998 Kg/habitante/afio (L@%g. 1).

Paises exportadores de granos
de maiz (2009/2010)
en miles de toneladas

Otros; 17.834 Argentina; 16.971

Brasil;8.623

P Argentina
B Brasil
EE.UU.

- Otros

EE.UU.; 49.887
Fuente: INTA Precop I, con datos del USDA

Fig. 1. Principales paises exportadores de gramosadz.

En la campafa 2010/2011 la produccion mundial d& me de 829,1 MMt de las
cuales 23,6 fueron producidas por Argentina y M\ exportadas (USDA, 2012). En
la provincia de Cérdoba, en dicha campafa, la mwdn fue de 8,6 MMt (sin contar
forrajes y autoconsumo), dicha produccién signifioa 37,6% de la produccion
nacional, segun el Ministerio de Agricultura deNacién (BCCba, 2011). Estas cifras
indican la importancia del maiz en la secuenciacdiévos en nuestro pais y la
necesidad de que se desarrolle con un alto nigebltégico (INTA, 2009).

En la campafa 2011/2012 la produccién mundial éreci870,45 MMt pero en
Argentina, como consecuencia de la sequia acoategidla zona maicera ndcleo, la
produccion descendio a 21,5 MMt y las exportaciomds3,5 MMt. Para la campafa
2012/2013, el Departamento de Agricultura de losadts Unidos, estima una
produccion mundial de 945,78 MMt de las cuales &%ars producidas por nuestro pais
(USDA, 2012).

Desde que en el afio 1996 fueron aprobados conmeetrite los cultivos transgénicos en
el mundo, el incremento de produccion de dichosvod tecnoldgicos ha sido el mayor
crecimiento en la historia de la agricultura modefdames, 2000). De acuerdo al
informe anual del servicio Internacional para la gaidicion de Aplicaciones
Agrobiotecnoldgicas (ISAAA), la Argentina contin&endo uno de los principales



productores de cultivos transgénicos, luego de EBARrasil, con 23,7 millones de
hectareas sembradas en el afio 2011, lo que refmesenaumento del 3,5% con
respecto al afio anterior y un 14,8% del area muwrditivada con transgeénicos. El
informe indica también, que en la campafa 2011/284 Zontinud registrando un
aumento en la adopcién de maiz genéticamente roaddi(estimada en un 86% del
maiz total) y algodon transgénico (casi el 99%td#dl), con un aumento en ambos
casos de la superficie sembrada con los llamadast@y acumulados, esto es, la suma

de resistencia a insectos y tolerancia a herbi¢i@#sAA, 2012).

1.2.Caracteristicas y usos del grano de maiz

La planta del maiz es una graminea anual de télacan tallos gruesos y macizos en
los que claramente se diferencian los nudos y mudi@s. Presenta vainas foliares
superpuestas y floracibn monoica con inflorescenciasculinas y femeninas separadas
en el eje caulinar. Posee raices seminales de ipos, fprimarias o principales y
adventicias, que constituyen la mayor parte deéémsia radical en la planta adulta. La
inflorescencia masculina presenta una paniculagévoiente denominada espigdon o
penacho) de coloracién amarilla que posee unadaghtinuy elevada de polen, en el
orden de 20 a 25 millones de granos. La infloresegiemenina posee menor contenido
de granos de polen, alrededor de 800 o 1000, seafoen unas estructuras vegetativas
que se disponen de forma lateral y crecen envuettdmjas modificadas o bracteas; las
fibras sedosas o barbas que brotan de la partei@upe la espiga son los estilos
prolongados, unidos cada uno de ellos a un ovagieidual (Liendo y Martin, 2004).

El grano o fruto del maiz es un cariopse. La paedovario o pericarpio permanece
fundida con la cubierta de la semilla conformaral@ared del fruto. El fruto maduro
posee tres partes principales: la pared, el emblidoide y el endosperma triploide. La
parte mas externa del endosperma en contacto cparéal del fruto es la capa de
aleuronas. La estructura del endosperma de mamgwariable y le confiere al grano
diferentes caracteristicas. Las partes principalied grano de maiz difieren
considerablemente en su composicion quimica. Ladpdel fruto estd compuesta por
fibra cruda, 87% aproximadamente, y subcomponeng®ritarios como hemicelulosa
(67%), celulosa (23%) vy lignina (0,1%). El endosp&r en cambio, contiene un nivel
elevado de almidon (87%) y bajo de proteinas yagta&porta, ademas, la mayor parte
del nitrégeno que contiene el maiz. El germen sacteriza por un elevado contenido

de grasas crudas (33%) y un nivel elevado de piadej minerales (20%). Finalmente,



la capa de aleuronas posee un contenido relativensdevado de proteinas (19%) y
fibra cruda (Gonzéalez Alquinzones, 1995).
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Fig. 2. Estructura del grano de maiz
El maiz es un cultivo en expansion en zonas teraplddnde se utiliza no solo para la
produccion de grano y derivados, sino también coutiivo forrajero para ensilado. En
los paises desarrollados mas del 60% de la praitusel emplea para elaborar piensos
compuestos para aves de corral, cerdos y rumiatéelss misma manera en paises en
desarrollo, en los que el maiz es un alimento fonesdal para la poblacidon humana,
también se utiliza un alto porcentaje de la promucaomo ingrediente para la
fabricacion de piensos. En Argentina, del volunegaltpara el consumo interno, mas
del 80% se destina a la alimentacion animal baofdamas de balanceado, silaje de
maiz, derivados de la molienda humeda, molienda sedirectamente grano entero,
partido y/o molido (MAIZAR, 2004). El mercado inter cubre la alimentacion animal
y la industrializacién o transformacion primarid d®iz. Dentro del primero se incluye
la elaboracion de alimentos balanceados y el cooasenmchacra. La industria abarca
molienda seca (produccién de harinas y sémolasy yndlienda hiumeda (germen,
productos de almidon, gluten meal, gluten feedcaga y fructosa). La cadena de maiz
argentino se encuentra en un proceso de cambidalaljue el consumo interno viene
creciendo en forma acelerada. Los sectores avitadhero, porcino y ganadero asi
como las industrias de la molienda demandan catgglanportantes de maiz. En los
ultimos afios la produccion de biocombustibles @jama generado un incremento del
consumo interno obteniendo un importante producto valor agregado. Otros usos
comprenden la fabricacién de fibras de nailon, amesfos de fenol, formaldehidos y



plasticos biodegradables a partir del almidén yedess de mazorcas, raices y tallos
(Patzek, 2004; ILSI, 2006).
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Fig. 3. Agroindustria del grano de maiz en Argemtin

Los avances tecnoldgicos en ingenieria quimica dustnial amplian en forma
permanente el nimero y diversidad de los produdwrsvados del procesamiento
industrial del maiz (fig. 3), con lo cual la tramshacién e industrializacion que el
productor argentino pueda darle a sus granos enafasociativa en origen y la

exportacion de productos con valor agregado, Imipieia percibir una mayor renta y, a



nivel nacional, aumentar la obtencion de divisadtiplicandolos varias veces, como
también generar una gran cantidad de puestos dejdradicionales, y asi dejar de
exportar commodities para que otros paises lasartillexportacion de oportunidades)
(INTA Precop 11, 2011)

En el mercado de las especialidades argentinofeeedcia de lo que ocurre con los
commodities, estos se realizan bajo contrato delys@én, en donde el productor
recibe un premio/rebajas por calidad. Se trata melystos diferenciados que son
producidos bajo condiciones especificas. Dentro deiz los mercados de
especialidades mas importantes son maices coloridbsno OMG (organismos
genéticamente modificados), el pisingallo (pop tgrrel maiz Mav (maiz alto valor)
que presenta un 100% mas de aceite y 20% mas tiEnargue un maiz comun por lo
cual es demandado por los productores de pavo&spwl cerdos. Estos maices
representan el 10% del &rea sembrada en Argentina.

La industria de la molienda seca tiene una margadierencia en demandar maices
flint ya que la dureza del grano es el factor ntdpaortante a tener en cuenta al
momento de seleccionar el material. Se destinanedaboracion de copos, sémolas y
harinas para consumo humano. Otro destino de estsriales es el mercado de no
OMG que se exporta a la UE.

Considerando el destino global de la cadena de romaizacion del maiz, es directa la
relacion que se puede establecer al consideraalidad del producto y las pérdidas

econdmicas a producir, si ho se protege adecuadaralecultivo.

1.3.Enfermedades

La eficiencia de utilizacion del maiz en la alinsmidn esta estrechamente vinculada a
la calidad sanitaria de los granos cosechados. ugstmo pais, muchos patdgenos
microbianos son endémicos de la zona maicera n{iotate de Buenos Aires, sur de
Santa Fe y sur de Cérdoba) y se presentan cadeoafdiferente grado de severidad,
dependiendo en gran medida de las condiciones atalds y la forma de manejo del
cultivo (Gonzélez y col., 2004).

Los patdgenos de origen fungico causan enfermedatdgsanos y espiga, provocando
grandes pérdidas en los rendimientos a escala aluiMt Gee, 1998; White, 1999). La
aparicion de enfermedades en la espiga se ve faslareademas, por el dafio de
insectos, pajaros y chalas abiertas (White, 1989)re las enfermedades que se

presentan con mas regularidad, se puede citarspatial, la causada por hongos del



géneroFusarium los cuales atacan tanto la base del tallo combitn la espiga. Entre
las especies deusariumque atacan la espiga de maiz se encuéntrarticillioides,un
fitopatdgeno capaz de producir importantes enfeatlesl descriptas en agricultura
como podredumbre de raiz y podredumbre basal ldeytahazorca, la cual se inicia en
condiciones ambientales favorables con la formadénmicelios blancos, que van
descendiendo desde la punta de la mazorca y danalmracion rojiza a rosada a los
granos infectados (Bacon y Hinton, 1996).

En el ciclo del cultivo del maiz, la escala fenaddgcomunmente empleada es la de
Ritchie y Hanway (1982) que basada en las fasemyénicas, permite distinguir dos
grandes fases: vegetativa y reproductiva. Las sigiines dentro de la fase vegetativa
(V) corresponden al nimero de hojas totalmente redigas. El indice VE se utiliza
para identificar la emergencia del cultivo. Una peaducida la aparicion de todas las
hojas, el estado es definido por la aparicion dealaoja (VT: panojamiento), mientras
gue las subdivisiones dentro de la fase reprodu¢Ry comienza con la emergencia de
los estigmas (R1), continda con el cuaje (R2) adsstle ampolla) y el llenado de los
granos (R3= grano lechoso, R4= grano pastoso y @tano duro o indentado) y

finaliza con la madurez fisiologica (R6).
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Fig. 4. Ontogenia del maiz (Céarcova y col., 2004)

Los requerimientos hidricos del maiz durante sio gon de alrededor de 550 - 575
mm, con consumos diarios durante el periodo de mayigencia de 5 - 6 mny con
una eficiencia en el uso del agua de 40 kg de mmateca aérea y de 18 a 27 kg de
grano por milimetro de agua consumida (Pedrol y 2008). En la fase del crecimiento
vegetativo se requiere mas cantidad de agua, &dwecritico es la fase de floracion

dado que de ella va a depender el cuajado y ladeaintle produccion obtenida. Por



altimo, para el engrosamiento y maduracién de laama se requiere de poca humedad
(SAGyP, 2001).

Entre F. verticillioides y la planta de maiz existe una relacion endofi(Bacon y
Hinton, 1996), este fitopatdgeno frecuentementadevde forma sistémica a la planta
durante todas las etapas del desarrollo, mediant®lbnizacion de semillas y puede
sobrevivir en el pedicelo, endosperma o embridhadgemilla, afectando el desarrollo
después de la germinacion. Algunas cepa$-.deerticillioides producen infecciones
asintomaticas de la semilla, la cual se transmite @antula afectando su emergencia
(Yates y col, 1997). En las infecciones asintomaticas las hitdsnizan los espacios
intercelulares, a diferencia de las infeccionesosidticas que se encuentran tanto en
los espacios inter como intracelulares (Yates yodstw, 2000; Oren y col2003).

F. verticillioides induce enfermedades de pre y postcosecha quenceethaccion de
rendimientos y afectan la calidad de la semilleh(bess y col., 2002). En Argentina
diversos estudios han determinado dueverticillioides es el patégeno de mayor
incidencia en maiz fresco (Sydenham y col., 1998;l£2 y col.,1996) y a cosecha
(Martinez y col., 2010), al igual que la podreduenbue produce en la espiga, afecta

seriamente el rendimiento del cultivo (Presell@ly,2006).

2. Fusarium verticillioides

F. verticillioides (Saccardo) Nirenberg (teleomorfoGibberella moniliformis
Wineland sinbnimo:F. moniliform@ es una especie perteneciente a la Setdg@vla
Su estado sexual €bberella fujikuroi(Sawada) Wollenw.

Fig. 5. Fusarium verticillioidesA) Monofialide. B) Cadenas largas.

C) Colonias en agar hojas de clavel. D) Microcargdivalados y macroconidios con tres septos.



F. verticillioidesse caracteriza por presentar abundantes micraosrdéspuestos en el
micelio aéreo en forma de largas cadenas y falaszas. Generalmente tienen forma
oval, con base aplanada y no poseen septos. Ldascébnididégenas son monofialides,
habitualmente delgadas y largas. Los macroconisgo$orman en esporodoquios de
color naranja palido en medio agar hojas de cl@&EIC), pueden resultar escasos o
ausentes en algunas cepas, son alargados de pemsdparalelas, suelen presentar de 3
a 5 septos y poseen una célula pie basal. No sgerinan clamidosporas, aunque
ciertos engrosamientos hifales pueden ser confoedicon estas estructuras de
resistencia. Macroscopicamente la colonia en AH@sgmta un aspecto liso y
algodonoso de color crema o rosa purpura. Genengdned reverso no es coloreado o
es de color crema palido (Nelson y col., 1983; ieeslSummerell, 2006).

F. verticillioidespuede invadir los granos de maiz por tres viagegimiento sistémico
en raiz, tallo y hojas, a través de la transmisinical de semillas, ii) infeccion de las
mazorcas a través de la transmision aérea o splashuvia de microconidios o
macroconidios provenientes de residuos de coseiasgntaminacion de los granos

por insectos vectores (fig. 6).
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Fig. 6. Ciclo de la enfermedad everticillioidesen el cultivo de maiz
(Munkvold y Desjardins, 19%4ttilani y col., 2003)



El in6dculo puede dispersarse por viento, lluviasectos a distancias de 300 — 400 Km
(Ooka y Kommedhal, 1977; Cotten y Munkvold, 1998tién, 2001).

El ciclo de vida del hongo es influenciado por dbes factores medio ambientales
(Munkvold, 2003). Se conoce que los sucesivosgs@s de germinacion, crecimiento
y sintesis de toxinas son controlados por la hutheelativa del aire, la temperatura y
la actividad acuosa & del sustrato (Armolick y Dickson, 1956; Munkvolg
Desjardins, 1997). Los parametros minimos, Optimamaximos que controlan los
principales procesos biolégicos han sido deternugag ordenados en la Tabla 1

(Maiorano y col., 2009).

Tabla 1. Informacién disponible sobre los procdsokgicos del ciclo de vida de verticillioides.

Temperatura HR aire

Proceso Biolégico (°C) ay Lluvia Viento (%) Referencia
Esporulacion + min.: 0,85 - - - Cahagnier y col., 1995
Opt: 1
Dispersion - - + + - Ooka y Jommedhal, 1977,
Fitt y col., 1989.
Fernando y col., 2000.
Germinacion Min: 5 Min: 0,88 ) i Min >87 ,il\ggghck y Dickson,
Opt: 25 Opt~1 Opt: 100 Mariny col., 1996
Max: 37 Torres y col., 2003
Crecimiento Min: 4 Min: 0,88 - - - Marin y col., 1995, 1999b.
Opt: 25 Opt~1 Etcheverry y col., 2002
Max: 37 Samapundo y col., 2005
Sintesi_s Qe Min: 10 Min: 0,93 ) i i Liddel y Burguess, 1985.
Fumonisinas
Opt: 25-30 Opt~1 Lebars y col., 1994
Max:37 Mariny col., 1999 a, b

Etcheverry y col., 2002
Samapundo y col., 2005

s

Min: minimo; Max: maximo; opt: 6ptimo; "+" el pardtro influye el proceso bioldgico; “-*: el paramemo influye

el proceso biolégico.

La presencia de este hongo en la espiga de mais granos aumenta el riesgo de
contaminacion con micotoxinas en los alimentosvdelos. El nivel de micotoxinas en
el grano depende en gran medida de la severidedpelredumbre de la espiga (Reid y
col., 1996; Desjardins y col., 1998).

3. Fumonisinas

Las fumonisinas son un grupo de micotoxinas quefuearacterizadas en el afio 1988,
y que han demostrado estar presentes en maiz geswados (Sanchis y col., 2000).
Las fumonisinas presentan una elevada toxicidad pahombre y animales, la cual
comprende desde efectos carcinogénicos, teratagénic mutagénicos, hasta la



produccion de desérdenes de tipo hormonal o inmuypresor (Sanchis y col., 2000).
Los principales sindromes que producen las fumuessi son: neurotoxicos,
nefrotéxicos, edema pulmonar y cerebral, hepatot@xiy lesiones cardiacas. Los
organos afectados son cerebro, pulmén, higada) gifegmrazon. Las fumonisinas estan
relacionadas con enfermedades en los animales d¢ales la leucoencefalomalacia
equina (LEM), el edema pulmonar porcino, y el camsmfagico en humanos (Marasas
y col., 2000).

Estas micotoxinas inhiben la biosintesis de losngsfipidos e interfieren en el
metabolismo de la esfingosina y esfinganina, ld peaturba el metabolismo de los
esfingolipidos, éstos son constituyentes del higade las lipoproteinas (Marasas y
col., 1995; Merril y col., 2001; Lino y col., 2004)os esfingolipidos tienen gran
importancia en la regulacion de las células y emogltrol de proteinas a nivel de
membrana celular, visto que estan presentes en d@kia son los mediadores del
crecimiento celular y la diferenciacién y muertelde células. En los mamiferos, la
concentracion de esfingosina es, por lo generaB deb veces mas elevada que la de
esfinganina. Las fumonisinas al alterar la cone@idn y proporcion entre esfinganina
y esfingosina, en células eucaritticas, bloqueanbit@sintesis de esfingolipidos
complejos, base de formacion de mensajeros secasdarapaces de controlar
diferentes procesos entre células, tales comoaatbin y desactivacion de proteinas
especificas y la expresion genética (Lino y,&@004). En cerdos, la inhibicion parcial o
total de esfingosina y de la enzima N-aciltransf@raes la causa de problemas
hepatotoxicas, y ese aumento en la concentraciomsflaganina y/o esfingosina,
aumenta la relacion esfinganina / esfingosina. h®icelacion se utiliza como

biomarcador de intoxicacion por fumonisinas (MalnyaDilkin, 2007).
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Fig. 7: Estructura quimica de las principales fuisioas (Munkvold y Desjardins, 1997)



Se encuentran identificadas mas de treinta andlagosumonisinas, siendo las
principales FB, FB,, FB; y FB; (Rheeder y col., 2002).

La Agencia Internacional para la Investigacion @éhcer (IARC), evalud las toxinas
producidas poF. verticillioides indicando que la FBes un carcindgeno tipo clase 2B
(IARC, 2002; Fandohan y col., 2003). La fumonisBatiene la féormula empirica
C34HsoNOs5 v es el diéster del acido propano-1,2,3-tricafiaxiy el 2-amino-12,16-
dimetil-3,5,10,14,15 pentahidroxieicosano (masa eawhr relativa: 721). Las
fumonisinas son solubles en agua, acetonitrilo-agoeetanol, estables en acetonitrilo-
agua (1:1) e inestables en metanol (Marasas y2€f)Q).

La Organizacion para la Alimentacion y la Agricu#tude las Naciones Unidas
vinculada con la Organizacion Mundial de la Salkd@/WHO) estimé que en todo el
mundo, cerca del 25 % de los alimentos estan camdaims con micotoxinas (Lawlor y
Lynch, 2001). En el afio 2000, la Organizacion Mahde la Salud (OMS), a través de
su Programa Internacional de Seguridad Quimica)Pé&nalizé miles de muestras de
materias primas destinadas a alimentacion humaaaingal en mas de 40 paises en
cinco continentes, y determiné una contaminacian foononisina B en mas del 50%
de las muestras analizadas (Marasas y col., 2@®han detectado fumonisinas en
maiz en todo el mundo en concentraciones de varigkg en alimentos para consumo
humano a base maiz, como sémola, harina, polesriegles para desayuno, tortitas de
maiz, cerveza, palomitas, etc (Shephard y col.6;182M, 2007). Como resultado de
la elaboracion en seco del maiz, las fumonisinalistebuyen en el salvado, el germen
y en la harina. En la molienda himeda (producc®mlchidon), se detecté fumonisina
en el agua de remojo, el salvado y el germen, peren el almidon. Las fumonisinas
son estables en el maiz y la polenta, resistemiisdos de elaboracion de alimentos,
pero se destruyen en soluciones alcalinas fuetss,como en el proceso de
nixtamalizacion (EMAN, 2007).

En Argentina la contaminaciéon del maiz con fumaewisies un problema preocupante,
dado que se ha detectado una alta frecuencia detnasi@ositivas con niveles de hasta
10.000 ppb en afios conductivos. Un tipo de alimeatsumido por nifios, el hojaldre
de maiz (producto de extrusién) conocido como tszireveld altos niveles de
fumonisinas, con un nivel maximo de 1.649 ppb y malia de 257 ppb (Federico y
col., 2010).

Las fumonisinas estan distribuidas a lo largo dmatiena alimentaria, por ello el comité

cientifico de la alimentacién humana estableci6 imgesta diaria tolerable (IDT) de



2000 ppb peso corporal/dia, para la suma de lasrfisinas B, B, y Bs, y reglament6
un contenido maximo de fumonisinas de 4000 ppb &z mo elaborado y 1000 ppb en

maiz y alimentos de consumo directo, como mueatfabla 2 (CE, 2003; 2007a).

Tabla 2.Reglamentacion de La Comision de la Union Eurode®/2007. Contenido maximo (ppb).

Producto Fumonisinas,;B+ B, (ppb)
[Maiz no elaborado 4000
[Maiz y alimentos a base de maiz destinad 1000
consumo humano directo
Cereales para el desayuno a base de maif 800
Alimentos elaborados a base de maiz 200
lactantes y nifios
IFracciones de molienda de maiz > 500 m 1400
no destinadas al consumo humano directd
|Fracciones de molienda de maisB0 micr 2000
no destinadas al consumo humano directil

Asimismo la administracion de alimentos y medicamende USA (FDA), ha
anunciado los niveles aconsejables de fumonisotates en productos a base de maiz,
2000-4000 ppb en alimentos para humanos y 50000L@pl en alimentos para
animales dependiendo de la especie y proporciomaterial contaminado en la dieta
(FDA, 2001).

Diversos estudios estadisticos revelaron que lteresa medios de ingesta de 8
nivel internacional fueron en Europa 200 ppb; Acgtiatina 1000 ppb; Africa 2400
ppb; Oriente Medio 1100 ppb; Extremo Oriente 700;ppanada 20 ppb y USA 80
ppb. En el Reino Unido (UK) y Suiza la ingesta naefdie de 30 ppb y en Holanda fue
de 60 y 1000 ppb, para el total de la poblaciéraragos consumidores regulares de
maiz, respectivamente, a pesar de que hubo ingggéaliegaron a los 7100 ppb. En
Argentina fue de 200 ppb y en Africa del Sur sealdstié un rango de ingesta entre
1400 y 440000 ppb (CE, 2000; JECFA, 2001; WHO, 2@geno y Martins, 2006).

La biosintesis de fumonisinas esta intimamentecitelada a las condiciones
ambientales tales como el sustrato, piloaemperatura (Hope y col., 2005). Muchos
estudios indican que la interrelacién con el est@sso esta asociado a un elevado
nivel de infeccién dé-. verticillioidesy una consecuente acumulaciéon de metabolitos
secundarios en granos (Miller, 2001), dado quersduyge un impacto significativo de
la actividad acuosa en los niveles de transcripdéingenFUM1. Segun Munkvold

(2003), periodos secos antesdyrante el llenado de granos favorecen una mayor



severidadde enfermedad y una mayor acumulacién de fumomisBeha determinado
gue la expresion génica 8&JM1 disminuye o se mantiene en bajo nivel, frentesala
0,99 y 0,98; coincidiendo con una mayor tasa deimiento, mientras que a mayor
valor y tiempo de exposicion de estrés hidrigpd#®5 y 0,93) aumenta la expresion del
gen FUM1, por lo cual existe un cierto nivel de independenemre la tasa de
crecimiento y la expresion dedJM1, indicando que la biomasa del hongo no seria un
indicador confiable de la contaminacion con fumimais (Jurado y col., 2008). Dado
que el estrés hidrico aumenta progresivamente gufanmaduracion del cultivo en
condiciones naturales, podria ser un factor critjoe favorezca la acumulacion de
fumonisinas porF. verticillioides Asimismo las condiciones ambientales pueden
afectar la duracion del periodo de estrés hidrioogue también influye en la
acumulacion total de fumonisinas (Jurado y col080

Dada la toxicidad de las fumonisinas, como tami@Emecho que las especies del
géneroFusariuminfectan el grano antes de la cosecha, es impgergnpapel de la
prevencion en el campo durante el desarrollo dét,ncan practicas agronémicas y de
almacenamiento adecuadas (CE, 583/2006; Arifio Mogesol., 2008). Ademas, cabe
destacar que la contaminacién del maiz por micossxiproducidas por especies de
Fusariumcausa las mayores pérdidas econémicas a todosvkiss de produccion de
alimentos destinados a consumo humano y animalyieedo la produccion granifera,
distribucion, procesamiento, produccién animal ydéanomia nacional en su conjunto
(Charmley y col., 1995).

4. Control a campo deF. verticillioides

La capacidad endofitica de. verticillioides hace que su control a campo sea muy
complejo. Habitualmente se realiza el tratamiemtéad semillas con compuestos como
Plantpro-45, un agente quimico con un componertigoabasado en yodo (Yates y
col., 2003), y la aplicacion de compuestos actigek grupo de los bencimidazoles,
recomendables para lotes de semillas con elevaxtosrgajes dé&usarium o también,

la utilizacion de semillas ya tratadas comercialime&on una dosis de 30 g i.a cada 100
kg con mezclas de carbendazim, tiabendazol, mdtdiaw fluodioxonil (Carmona,
2011). Los principales fungicidas utilizados en adirante el afio 2011 y disponibles
en el mercado nacional son tebuconazole + cypraotmgAmistar Xtra Syngenta)
preventivo para roya y tizones; azoxistrobina €mliiconazole (Amistar top Syngenta)

preventivo para roya negra y phoma; trifloxistrobimebuconazole (Nativo Twin pack



Bayer) fungicida sistémico preventivo de roya, hetosporiosis comun; fluodioxonil +
metalaxil M (Maxim XL Rizobacter) fungicida terapicsistémico y de contacto;
fluodioxonil + metalaxil M + tiabendazole + azoxatina (Maxim Quattro Syngenta)
fungicida terapico sistémico. La aplicacion masi¥a estos fungicidas quimicos
sintéticos ha provocado procesos de contaminaciEgicambiental (suelo, agua, aire)
gue se traducen, entre otros efectos nocivos, em innidencia creciente de
enfermedades en la poblacion humana global, adelmasna baja eficiencia en el
proceso de control de patdogenos de naturaleza iendofKieferr y Mahurin, 1997,
London y col., 2002; Wesseling y col., 2002; Calwecol., 2004).

En nuestro pais, la politica gubernamental y p@airen materia de bioseguridad se
basa generalmente en lineamientos propuestos jganiemos internacionales tales
como la FAO, la OMS, etc., los cuales, a su vezdéumentan sus reglamentaciones en
los ejemplos impartidos por los paises mas avaszadola materia. Entre nuestras
instituciones gubernamentales involucradas en labagion, la fiscalizacién y la
investigacion del impacto sanitario de agroquimsedallan la Coordinacion General
de Agroquimicos y Biologicos y la Coordinacion dertfizantes, Plaguicidas
Formulados y Contaminantes Quimicos del SENASAdgieesta Ultima entidad la que
supervisa la verificacion de la idoneidad de Idstatorios inscriptos en la red oficial
del SENASA, verifica la normatizacion de metodoksgianaliticas y controla los
protocolos analiticos y sus resultados. Respedtong@cto sanitario actia el Programa
Nacional de Riesgos Quimicos del Ministerio de &alisu Plan Nacional de Gestién
de Sustancias Quimicas, con la meta de disminsgiriEsgos para la salud humana
asociados a la exposicion a las sustancias quiraicasdas las etapas de sus ciclos de
vida y determinar factores de vulnerabilidad epdhlacion expuesta a plaguicidas. Sus
lineamientos de evaluacion y manejo de riesgossiplaguicidas en uso agrario surgen
de los impartidos por la OMS y la OPS. La ultim#apea en cuanto a la Valoraciéon
Bioldgica la tiene la Catedra de Toxicologia y QigbnlLegal de la Facultad de
Farmacia y Bioquimica de la UBA (Kaczewer, 2006).

Se han propuesto diversas estrategias y altersaiveontrol quimico, con la finalidad
de disminuir la infeccion del maiz con el patdgdangico, como por ejemplo la
produccion de semillas en campos bajo rotacion diivas, dado que como
monocultivo (maiz sobre maiz) favorece la infecciygrmultiplicacion del hongo,
ademas es fundamental realizar la cosecha de taslase hibridas lo mas pronto

posible, con el fin de evitar contaminaciones ednfones en espiga por retrasos



(Carmona, 2011). Se recomienda también la utilmacile variedades de maiz
modificadas por ingenieria genética con la capdcidie expresar sustancias
antifungicas (Munkvold y Desjardins, 1997) o cosistencia incrementada a vectores
de indculo, ejemplo maiz Bt (Gatch y col., 2002idpsos estudios en diferentes partes
del mundo, muestran bajos niveles de fumonisinakikendos Bt (Munkvold y col.,
1999; Pietri y Piva, 2000; Papst y col., 2005). estudios realizados por Folcher y col.
(2010) en el suroeste de Francia, al comparariledes de fumonisinas en maiz Bt y
maiz no-Bt, demostraron una disminucién del 90%ud®onisinas en el maiz Bt, y de
acuerdo a las regulaciones de la Comunidad Eur@®€a2007), el 93% de los granos
Bt eran aptos para la comercializacién y consumentras que del maiz no-Bt solo el
45 % cumplia con las regulaciones. En Argentinard3ay col. (2005) analizaron 1.700
muestras de maiz Bt, de diferentes zonas agroiutiasa recolectadas durante los afios
1999-2005, determinando una media de fumonisindasleto de 1.712ug/kg. La
contaminacion en las diferentes zonas varia afftoac@n valores medios que oscilan
entre los 343 y 4.814g/Kg (Pacin y col., 2007). En general, estos valastan por
debajo de los limites de la Union Europea (CE, 2007

En nuestro pais, hasta la fecha, estan aprobadege?®os agrondémicos genéticamente
modificados, de los cuales 16 son variedades téansas de maiz, tres de las cuales
fueron autorizadas en el afilo 2011. De acuerdo td®evicio Internacional para
Adquisicion de Aplicaciones Biotecnoldgicas Agra®l(ISAAA, 2012), Argentina es el
tercer pais que mas transgénicos cultiva en el muwmh 22,9 millones de hectareas
cultivadas en 2010, detras de Estados Unidos (6Bli@es de hectareas) y Brasil (25,4
millones de hectareas). Cabe destacar que los pimcipales paises en desarrollo que
estan produciendo cultivos transgénicos (Brasigefitina, India, China y Paraguay)
sembraron 63 millones de hectéareas en 2010, elaquote al 43% del total global. En
suma, 19 de los 29 paises que han adoptado lagosultansgénicos son naciones en
desarrollo, que crecieron a una tasa del 17% o rhdl@nes de hectareas mas que en
2009, en comparacion con una tasa de crecimientsOlbeel 5% o 3,8 millones de
hectareas en los paises industrializados. Justanestds valores coinciden con paises
europeos en los que se ha prohibido el cultivo dé& ransgénico MON810 (Francia,
Alemania, Austria, Hungria, Grecia, Luxemburgo ydauia). Cabe destacar ademas,
que en dichos paises, donde el maiz no es genéttarmodificado, existen serios
problemas con los niveles de toxinas en granos, loorual el control deF.

verticillioides debe realizarse principalmente con agroquimicos.



5. Control biolégico

Debido al interés generado en areas de salud gqmiéh medioambiental en relacion al
uso de pesticidas sintéticos en la agricultura, hae planteado la necesidad de
implementar estrategias alternativas para logrampristeccion vegetal. El control
biolégico definido como el “uso de organismos viyaara disminuir o suprimir la
densidad poblacional o el impacto de un determinag@mnismo peste, haciéndolo
menos abundante o dafino” (Eilenberg y col., 200dnstituye un método alternativo
viable para lograr el control de fitopatdgenos (K;00993), evitando asi el uso de
plaguicidas quimicos y sus efectos adversos talesccontaminacion de cursos de
agua, el ingreso a la cadena alimenticia, la esticnin del desarrollo de resistencia, el
deterioro de la salud humana y animal (Butt, 2000).

En el control biologico los microorganismos utitizs para el control de enfermedades,
con capacidad de inhibir el crecimiento, la inféocio reproduccién de otro
microorganismo patégeno (Cook, 1993; Baker, 198a@) denominados antagonistas
naturales o biocontroladores. Dichos antagoniséssrdollan un rol importante en la
regulacion de las poblaciones vegetales en suseatebi nativos. Con el término
antagonista natural se incluye a parasitos, patsyatepredadores y/o competidores
gue causan mortalidad o dafio en una poblacién peptxifica. La ausencia de tales
antagonistas suele ser la principal causa de ioweside especies no nativas (Crawley,
1997).

Existen numerosas estrategias de control bioldgit@midas a reducir patégenos
resistentes y nematodos parasitos de las plantabdévette y col., 1985; Cook, 1993;
Kerry, 1990; Kloepper y col., 1992; Nelson y col994; Sikora, 1992). En el
ecosistema suelo ocurren numerosas interrelacemes la comunidad microbiana, la
planta huésped, los patégenos microbianos y nemwsitaods suelos con alto contenido
de materia organica se caracterizan por ser supeesi desarrollo y la actividad de
diversos patégenos y nematodos (Baker y Dunn, 198@@ha supresividad se
fundamenta en la existencia de un amplio espe@rondroorganismos que forman
parte de un sistema complejo de interacciones quéonan la rizésfera donde la
competencia por las fuentes alimenticias y nichaseepredador — presa, ayudan a
limitar la poblacion de microorganismos con potehde plaga (Baker y Paulitz, 1996).
Asimismo la rizésfera provee un complejo y dinanmaicroambiente, donde bacterias
y hongos, en asociacion con las raices, forman pmades Unicas con un considerable

potencial para la detoxificacion de compuestos riogé nocivos. También la



comunidad especifica presente en la rizosfera agmiproorganismos que promueven
la sanidad en un cultivo, con lo cual las integiglaes entre los tejidos de la raiz y la
comunidad microbiana del suelo, es significativa®enas intensiva que en la parte
superior de la planta. La introduccion de antagasjsen el complejo medio ambiente
de la rizésfera, esta fuertemente influenciada fpotores bidticos y abidticos que
dificultan la introduccién, el efectivo establecamio y el control a largo plazo, como
también impiden determinar con precision los mexans que intervienen en las
interacciones entre los antagonistas y los pat&eabre la planta o heridas (Vilich y
Sikora, 1998). En general los antagonistas no tiame Unico modo de accién y la
multiplicidad de modos de accion es una caracigaist seleccionar en un antagonista.
Se han descripto varios mecanismos de accion daritagonistas como antibiosis,
competencia por espacio o por nutrientes, intevaes directas con el patdégeno
(micoparasitismo, lisis enzimatica), interacciomedirectas e induccion de resistencia
(Cook y Baker, 1983).

Los agentes nativos de la rizosfera pueden seremtpé como agentes de control
biologico (ACB) debido a su capacidad de colonilas raices de las plantas y
permanecer en el nicho ecoldgico. Estos agentesidarempleados en enfermedades
producidas por hongos fitopatbgenos pertenecieatetos génerosRhizoctonia,
Fusarium, Pythium, Thielaviopsis, Penicillium, Aftaria y Botrytis entre otros
(Emmert y Handelsman, 1999; Cavaglieri y col., 20Gémpant y col., 2005). En
cultivos como el maiz, el tratamiento de las sewmilon ACB, se ha considerado como
el método mas adecuado para el control de los @atdga nivel de la espermosfera o de
la rizosfera (Harman, 1992; Hebbar y col., 1992yise1991).

Consumidores internacionales mas exigentes resgect® calidad y la sanidad de sus
alimentos estan direcciorando al mercado explorader granos cada vez mas
“ecoldgicos”, promoviendo a la utilizacion de férantes, fungicidas, herbicidas y
promotores de crecimiento en su variable biolégioao bioinsecticidas, biofungicidas
y bioherbicidas, en reemplazo de su version quinhioa biofungicidas son un tipo de
biopesticidas utilizados para frenar y controlandms patégenos de plantas mediante la
introduccién / inoculacion de células microbianas la planta. También incluye la
ingenieria de genes en el genoma vegetal, resoltanda produccion de compuestos
que conducen al control de hongos patdgenos oHargeidn de una respuesta de
hipersensibilidad a través de genes de resistenoianipulacion de genes implicados

en la resistencia sistémica adquirida (Kalia y Mardh2011). Lahdenpera (2003)



informo sobre la utilizacién d8treptomyces griseoviridis61, un formulado en polvo
a base de esporas secas y micelios de actinomidetesuelo (nombre comercial
Mycostop), como un potente biofungicida con capatide detener el damping off del
coliflor causada poAlternaria. Con lo cual las estrategias de manejo agroecaggic
s6lo ayudan a un reciclaje 6ptimo de nutrientesayen| organica, flujos cerrados de
energia, conservacion de agua y suelo, sino queidamyudan en el equilibrio de las

poblaciones de enemigos naturales de plagas (Maeder 1995).

5.1. Mercado de fitosanitarios internacional - andi@o

La industria de fitosanitarios esta en procesoedenversion, tratando de fomentar el
uso de productos de baja toxicidad y minimo impactibiental. En este marco hay
compafias que han comenzado a comercializar pldgsiorganicos o de origen
natural. Entre ellas se pueden citar Bayer, SymageBtow Agrosciences, Agro
Connexion, Basf. El concepto de manejo integradoe&e! punto de vista de este sector
es “hacer uso de todos los medios disponibles gaducir mas y mejor”. Bayer Crop
Science lanz6 al mercado un fungicida amigableetomedio ambiente y lo recomienda
para combatir oidio Botrytis también poseen 3 nuevos insecticidas y un adari€lor
su parte Syngenta, busca hoy un equilibrio entreimizar al maximo el uso de
productos fitosanitarios y usar aquellos productpge afecten menos al medio
ambiente. Syngenta ha desarrollado productos no&sias para el medio ambiente y la
salud humana. Entre varios productos insecticitiasbién comercializan tres marcas
con base en un fungicida de origen natural denafoirezoxystrobin: Quadris que
combate el oidio en vides; Priori para el contlethfermedades foliares en cereales
(trigo) y Amistar que se usa en hortalizas pareoatrol deAlternaria. También tienen

a Switch que se utiliza en flor y precosecha pdraamtrol de Botrytis Dow
AgroSciences adquirié a la empresa Rhom & Haasquiad diversos productos entre
ellos la mayoria insecticidas, pero reconocen qugegn una limitada produccion de
fitosanitarios organicos. Agro Connexion fue creada la inquietud de ofrecer una
linea de productos fitosanitarios mas ecoldgicdreeerllos Phyton, un fungicida
bactericida compuesto de sulfato de cobre, de aregfpectro, que controla la mayoria
de los problemas que hay en frutales y tambiérusdgusar en cultivos organicos. En
el caso de uvas también estad recomendado su uacebpaontrol de la podredumbre
acida yBotrytis Asimismo se puede usar en otros frutales y en oahivos extensivos

como arroz y maiz. También comercializan un insizi de origen botédnico, un



extracto del arbol de la India que tiene la cualida controlar insectos, el producto es
el NET-X. La compafiia BASF lanz6 al mercado el riaritin QL Agri 35 que tiene la
caracteristica de ser un excelente nematicida dg lmaja toxicidad y que a nivel
mundial esta registrado como aditivo alimentarioségn un insecticida de feromonas
de confusién sexual RAK para el control de la polde la manzana y del carozo.
También comercializan un fungicida de la familiala® estrobulinas, que manteniendo
todas las caracteristicas de la molécula inicialbdja toxicidad y alta eficiencia- es
estable y puede ser usado en el medio agricold. IBaecomienda para vides y
pomaceas, para el control de hongos oiairytisy Venturia Dada su alta eficiencia,
se requieren muy bajas dosis por hectarea (100ograte ingrediente activo por
hectarea).

En el mercado nacional frecuentemente se lanzavoaywoductos, en el afio 2011 se
presentd un insecticida biolégico denominado Carpsevplus, el cual tiene como
agente activo un virus especifico capaz de comtrGladia pomonella,un insecto
comunmente llamado gusano de la pera y la manzdiohp insecticida ha sido
desarrollado por el INTA, registrado en SENASA yatmente esta siendo producido
y comercializado por una empresa especializada| Bito Valle de Rio Negro se ha
comenzado a sustituir el uso de plaguicidas de diionicos por dicho insecticida
bioldgico (INTA, 2011).

A nivel mundial existen productos disponibles cari@mente para el control de
verticillioides. Se comercializan los productos Intercept (Soil hhetogies Corp.,
USA) y Blue Circle (CTT Corp., USA), ambos con @bdontroladorPseudomonas
cepacia,capaz de controlar al patdbgeno en maiz y vegetateslestaca también el
producto T-22G/T-22HB (BioWorks Inc., USA) con ebtontroladorTrichoderma
harzianum T-2Zapaz de controlar diferentes patdogenos en uni@anmpigo de cultivos,
entre ellosFusarium sppen maiz. Los tres productos citados, han sidcstragios,
producidos y comercializados en USA (Fravel y ci999).

5.2. Aplicabilidad de productos de biocontrol

La produccion de biofungicidas para evitar la contecién fangica precosecha en
cereales es escasa en nuestro pais y ademas existenlimitaciones que reducen su
uso a nivel comercial. Una limitante importante laseficacia de los productos
bioldgicos, diferente de los pesticidas o antinh@onos quimicos, los cuales
disminuyen rapidamente la densidad de plaga o Varised de la enfermedad, la



eficacia de los productos bioldgicos a campo estdlicionada por distintos factores
ambientales dificiles de controlar como temperatowanedad, acidez, exposicion a luz
ultravioleta, etc. Ademas de la baja superviverd#a las células con capacidad
antagonista en el medio ambiente natural, en laoreage los productos se produce una
elevada pérdida de viabilidad durante los procestitois de preparacion, formulacion
y/o conservacion, los cuales suponen una eliminag@®agua ya sea por congelacion,
deshidratacion o liofilizacion. Es importante paor tanto, a fin de lograr el éxito
comercial de un agente biofungicida, que en lasrelites etapas de preparacion del
formulado, se logre asegurar la sobrevivencia gaefa del agente de biocontrol bajo
diferentes fluctuaciones medioambientales, comdigmla sobrevivencia en la etapa
de almacenamiento (Hallsworth y Magan, 1994a; 1984l y Fokkena, 1998). Otra
limitacion importante de los productos biologices,el reducido espectro de accion que
poseen contra diferentes plagas o patdégenos, aemlifa de los plaguicidas o
antimicrobianos quimicos; ademas es necesario dacajue el éxito de un agente
biocontrolador esta asociado a la prevencion, @auke debe ser aplicado antes que el
patdgeno colonice de forma sistémica el cultivon&lh 1992).

Otro punto que afecta la comercializacion y aplimacle los productos de biocontrol es
la falta de métodos rigurosos de evaluacion, queigen anticipar de manera racional
las complejas interacciones que ocurren en el canpe la planta, la plaga o agente
patogeno, el ACB, el suelo y el ambiente. Tambiénse de ACB en el control de
plagas o enfermedades requiere de un manejo yaeit mas complejos que los
requeridos para el uso de pesticidas o antimicnolsiguimicos, lo que conduce a una
mayor variabilidad y un mayor tiempo de respuesiea pbservar los resultados a
campo, siendo esto un problema para la comeraiadizgy uso extensivo (Van Elsas y
Heijnen, 1990).

A pesar de las limitaciones que aun presentanroduptos de control biolégico en su
uso y comercializacién, son muchos los beneficisentajas que pueden otorgar, como
se destaca, por ejemplo, que provocan poco o niefgrto nocivo colateral de los
enemigos naturales hacia otros organismos incletlssr humano, ademas no existen
problemas de intoxicaciones y la resistencia dggslal control biolégico es muy rara.
Si bien el control biol6gico con frecuencia esrgdaplazo, es permanente, por lo que la
aplicacion de fungicidas disminuye en forma susédncreduciendo asi la
contaminacion con productos quimicos. Ademas laci@h costo - beneficio es

favorable. Las ventajas aludidas sostienen a lodugtos de control biol6égico como



una alternativa mas prometedora para tratar csltivon el fin de obtener granos libres
de enfermedades y metabolitos toxicos fungicos imigos; por lo cual el control
biolégico se convierte en un componente vital de kistemas sustentables,
constituyendo un medio econdmicamente atractivoojogicamente aceptable; es por
lo tanto, de suma importancia, desarrollar prodiaton buen nivel tecnolégico y
practico, capaces de superar las limitacionesiantegnte mencionadas (Fravel y col.,
1999; Moenne-Loccoz y col., 1999).

El desarrollo de nuevos productos de origen bioldgi nivel comercial implica tener
en cuenta diferentes aspectos a fin de obteneradugto adecuado: definir un medio
de cultivo 6ptimo y el mejor sistema para la obi@menasiva de indculo que permita
una buena relacion costo-rendimiento en la producciestablecer ensayos de
produccion a pequefia escala; asegurar la estabitidh producto y determinar las
condiciones de almacenamiento (Whitesides y cd94L Se deberia utilizar la
maquinariastandardde cualquier explotacion agricola para su aplicggoréel producto
deberia ser efectivo a dosis parecidas a lasaddiz para los agroquimicos. Se requiere
alguna forma de proteccion a nivel legal para @pte de productos. Los organismos
genéticamente modificados pueden ser patentados, lpemayoria de los ACB
utilizados son los tipos “salvajes”, tal y como aecuentran en la naturaleza. Es
necesario realizar bioensayos a nivel de labomtonvernadero y campo que
confirmen la efectividad del producto una vez folado (Stirling, 1991; Walter y Paau,
1993; Lumsden y col., 1995; Boyetchko y col., 1998)

La normativa europea exige para el registro de ymtod fitosanitarios (Directiva
91/414/CE, modificada por la Directiva 2001/36/E&gbiopesticidas) la presentacion
de una completisima documentacion referente a lerrmaactiva y al producto en
cuestion. Esto obliga a cada empresa interesada eggistro de un producto a la
elaboracion de numerosos ensayos de ecotoxicigadli@es metabdlicos, toxicologicos,
de patogenicidad, infectividad, eficacia, residuastc, estudios que resultan
econdmicamente muy costosos. En USA rige la leyedestro de plaguicidas (PRIA:
Pesticide Registration Improvement Act) de 2003¢dal proporciona las normativas
vigentes que regulan la aprobacion de nuevos ptosluc

En Argentina, para introducir un bioformulado alrozelo de los fitosanitarios el
vendedor debe ajustarse al marco legal aplicaleaalejo integral de pesticidas en el
pais, regulado por la Ley General del Medio Amigefitey N° 25.675) del Sistema

Federal de fiscalizacién de agroquimicos y bioldgida cual tiene por objetivo lograr



un control eficaz tanto de los productos como de kxuipos aplicadores,
instrumentando un sistema que permita controlacaklizar y supervisar aspectos
basicos del producto (Resolucion SENASA 500/20@3012004). Por otro lado, la
resolucion del SENASA N° 350/1999 y sus modificat®icomplementarias, aprueba el
manual de procedimientos, criterios y alcances pararegistro de productos
fitosanitarios en la Republica Argentina.

5.3. Situacién en Argentina

El mercado de biolégicos en Argentina (incluyendaculantes de nitrégeno y fésforo,
promotores de crecimiento, bioinsecticidas, biofcidgs y bioherbicidas) entre los
aflos 2008 y 2009 factur6 poco mas de 50 millonesidares (alrededor de 170
millones de pesos); en el afio 2010 el mercado twvoimportante crecimiento
generando negocios por 70 millones de ddlares @ea220 millones de pesos) de
facturacion, y segun estimaciones privadas esa ciécera entre 300 y 350 millones de
dolares para el afio 2020. Del total de facturac&n/0% de la produccion la
concentran tres empresas, dos de capital locahynternacional (CEPAL, 2011).
Asociado con la actividad primaria y su recienteamsion, la produccion de
inoculantes, revela cierto dinamismo y una altasikl de empresas pequefias y
medianas de capital nacional. Se trata de unaidetivdonde excepto las empresas
lideres catalogadas como medianas, desarrolladgyuoes radicadas en el corddn
maicero / sojero de Argentina, y a excepcién deelapresas multinacionales, los
microorganismos son provistos por institutos paslique operan a modo de referentes
técnicos del sector. Los rasgos tipicos de las esaprmedianas / grandes de capital
local son el poseer canales de comercializaciopi@sp presencia en los mercados
relacionados, trayectorias tecnoldgicas previaspeuuctos similares, regulaciones
favorables en los mercados aledafios donde las sagpréienen un claro
posicionamiento y pertenencia a grupos econdmiasprbyeccion internacional
(CEPAL, 2011).

En la Argentina existen 120 empresas que se dedidarproduccion de biotecnologia
en una amplia variedad de actividades que puederagepadas en ocho campos
principales de aplicacion. De las 120 empresas tifadsdas, las mayores
concentraciones empresarias se dan en las prodaescite inoculantes, fertilizacion
asistida y salud humana (entre 20 y 29 empresasjtras que micropropagacion y

salud animal tienen las menores densidades emjaiesBKkisten, como es de esperar,



algunas “areas vacias” como la produccion de hiolegias aplicadas a temas
ambientales (lixiviacion y similares) (CEPAL, 2011)

En su conjunto, el centenar de empresas de bidtggadacturd entre los afios 2008 y
2009 un promedio de 3,142 millones de pesos (elguitea a poco menos de 1000
millones de délares), con lo cual la biotecnologh@n repartida entre diversas
actividades, tiene una importante relevancia. Blo9fe la actividad bajo analisis es
netamente agricola y corresponde a la produccidrsateillas y sanidad animal,
mientras que los inoculantes significan poco mdscd# del total. Por otro lado, el
empleo generado por las empresas de inoculantele 89 puestos de trabajo, en
relacion a un empleo total por el sector de 8642R&L, 2011).

El sector de productos agroquimicos incluye una liampgama de productos
insecticidas, herbicidas, fungicidas, reguladores aldecimiento y terapicos para
semillas. Segun la Camara de Sanidad Agropecuarizertilizantes (CaSAFe) el
mercado total de fertilizantes y agroquimicos obtR¥50 millones de ddlares en el afio
2009, con lo cual la participacion de biologicos edrmercado es aun pequeiia (50
millones de délares) (CaSAFe, 2010). Los agroquisieenen aplicacion agricola para
la proteccion de cultivos y semillas contra lasedihtes plagas. La cantidad fisica
comercializada ha tenido un notable aumento desdelicacion de la siembra directa,
en especial el glifosato, que se aplica en la siardivecta de la soja y en los barbechos
quimicos. Es necesario agregar que existe unai@ueig dificil comprobacion, pero de
enorme importancia para la salud de la poblacida yocuidad de los alimentos, el
comercio ilicito de plaguicidas prohibidos o su viespara otros usos que los
permitidos en su registro. En un documento del Rrog Nacional de Riesgos
quimicos, del Ministerio de Salud, se identificaoa siguientes principios activos
como objetos de comercio ilegal en la Argentinant@eorofenol, paration, DDT
(Dicloro Difenil Tricloroetano), HCH (hexaclor cathexano) y Alar (Daminozide,
fitoregulador) en los montes frutales, en espesigberas y manzanas.

Si bien en el mercado argentino estan disponiblessbs productos para el control de
organismos fitopatdgenos y existe una amplia gamaptbyectos en fase de
investigacion, no existe ningun producto bioldégiamnercial, con accién biofungicida,
capaz de controldt. verticillioidesen el cultivo de maiz precosecha y asegurar granos

a cosecha con bajos niveles de fumonisinas.



5.4. Investigaciones previas

Las investigaciones realizadas por nuestro grupiatb@jo se iniciaron con el objetivo
de buscar una estrategia de biocontrol efectitademdo el ecosistema de raiz durante
los primeros dias de desarrollo de la plantula dé&yncon la finalidad de conocer la
poblacion rizosférica y endorrizosférica de baetery hongos pertenecientes a la
seccion Liseola Se clasificaron los aislados pertenecientesFusarium y se
determinaron los niveles de fumonisinas sintetiggur los mismos. Posteriormente se
seleccionaron a partir del agroecosistema de masiblps agentes de biocontrol. Se
demostré la competencia rizosférica de las espediedos géneroArthrobacter,
Azotobacter, Pseudomonay Bacillus aisladas de endorrizosfera de maiz.
Posteriormente se realizaron ensayos de competatitiando mezclas antagonistas
sobre cepas dé&. verticillioides y se probaron diferentes niveles de inoculo Se
establecieron procedimientos de seleccion paranpiales agentes de biocontrol
rizobacterianos (Cavaglieri y col., 2004a; 200%af técnicas seleccionadas fueron el
indice de superposicion de nichos, prueba que apdatos sobre la similaridad
ecologica entre ACB y patdgeno; indice de domirearai cual da una idea de la
dominancia espacial entre ACB y patdgeno; antibigsila sintesis de sustancias
deletéreas para impedir la colonizacion del patdgekdemas se estudiaron los
impactos sobre parametros de crecimiento (fasatdedia, velocidad de crecimiento) y
sobre la acumulacion de fumonisinas. También deaean estudios de correlacion de
técnicas (Cavaglieri y col., 2004b). Por otro |agorealizaron ensayos preliminares de
los efectos de la competencia bacteriana sobr@daizacion rizosférica de especies de
Fusariumde la secciodiiseolain situ (en macetas) (Cavaglieri y col., 2004a; 2005b).
Se continué con los estudios de potencialidadesladeroteccion mediante la
bacterizacion, utilizando diversos aislados baaters, géneros, mezclas, niveles de
in6culo, analizando los efectos sobre la colonéradzosférica de cepas productoras de
fumonisinas durante los primeros dias de desardal@ planta en macetas en camaras
de cultivo (Cavaglieri y col., 2005a; 2005b; 2005€psteriormente se llevaron los
ensayos a escala de invernadero y se realizé urmebarpiloto a nivel de campo
experimental. Se compararon los parametros dentietio de la plantula de maiz
cuando se usan los métodos convencionales y cusndsa el ACB solo. Se probaron
los diferentes ACB, su viabilidad, niveles de indsy forma de aplicacion y se
determinaron los niveles de impacto. Se analizeb®miveles de proteccion durante los

primeros dias del desarrollo de la planta de malfzesla colonizacién rizosférica y



posteriormente los resultados a cosecha sobreldmizacion deFusarium seccién
Liseolaen el grano y el contenido de fumonisinas del migfereira y col., 2007,
2009, 2010).

En posteriores ensayos a campo se seleccionaroAG@BsBacillusamyloliquefaciens

y Microbacterium oleovoran$os cuales inoculados en semillas de maiz redujeton
recuento dd-. verticillioidesy también disminuyeron significativamente el coide

de fumonisinas FBy FB; (Pereira y col., 2007). En dicho estudio ademasosgrobo
que con la adicion dB. amyloliquefaciens y M. oleovorass preserva la riqueza y
diversidad microbiana normal en el suelo, y tamigjé@a ambos ACB proporcionan una
proteccion integral del maiz (Pereira y col., 20Q38) bacterizacion de semillas de maiz
con B. amyloliquefacieny M. oleovoransen una concentracién de °10fc/ml, fue
efectiva para reducir la colonizacion del fitopadg F. verticillioides en el nivel
presente en el medioambiente (Pereira y col., ;20080; 2011).

Con la finalidad de cubrir las necesidades de majimiencia en la produccion y
sanidad de granos de maiz a cosecha, hemos divadoimuestras investigaciones a fin
de desarrollar dos formulados biolégicos con ag#iglibiofungicida.

Creemos que es posible ofrecer un producto furayidiel bajo costo, mas econémico
qgue los agroquimicos presentes en el mercado, lcadicdonal de ser ambientalmente
seguro, de facil aplicacion, que no origine resgidxicos y no genere resistencia como
los productos quimicos, y de la misma manera, logremizar la contaminacion con

fumonisinas, en maiz pre-cosecha.




Hipétesis De Trabajo

“Un indculo con accion biofungicida puede ser matago
fisiologicamente en el laboratorio,
para aumentar su tolerancia a las fluctuacionesemtates y
puede ser producido con alta eficiencia y bajaa;os

para ejercer el efecto protector deseado durardtapa de campo”

Objetivo General

“Desarrollar un formulado biofungicida
para minimizar la contaminacién del maiz con fuisioas,

en etapa pre-cosecha”



Capitulo |

Adaptacion Fisiolégica De Los Agentes De Biocontrol

1. Introduccion

Muchos ACB frecuentemente tienen un rango muy &duot para establecerse y
controlar con éxito plagas o enfermedades en epoaebido a las condiciones de
humedad relativa y temperatura (Hallswort y Mage894a). El potencial agua en el
suelo habitualmente sufre fluctuaciones en el tendpsminuyendo poco a poco con la
desecacion (filtracion, evaporacion, evapo-traasin), o aumentando rapidamente,
por riego o lluvia. La humectacion de un suelo saeede causar un rapido incremento
en el potencial agua superficial del suelo (Evaesly 1975) y por ello puede generar
el estrés ambiental mas grave que sufren muchasisrgos en este ecosistema (Smith,
1979). Para mejorar la respuesta al estrés y datilms mecanismos de supervivencia,
su eficacia y su idoneidad para las condicionestipes; es posible a través de métodos
fisiologicos mejorar la tolerancia al estrés amtaknlo cual es fundamental para
permitir el desarrollo eficaz de los ACB microbian@®eacon, 1991; Teixidd y col.,
2005).

La exposicion de las células a una alta osmolaredderna, produce pérdida de agua
del interior de la misma, al disminuir el contenide agua interno se produce una
disminucién de la presion de turgencia y del volnmetoplasmatico. Como
consecuencia de la disminucién del volumen citop&go, la concentracion de
metabolitos intracelulares se incrementa, y estsacaina reduccion de la actividad
agua intracelular. Para adaptarse al estrés osimdtis microorganismos acumulan
solutos compatibles, aminoacidos y azucares quelaaywa equilibrar la presion
osmoética (Csonka, 1989). Frente a la baja actividiacggua, los solutos compatibles
pueden contrarrestar el flujo de salida de agudad®lula, aumentando el volumen
citoplasmatico y el contenido de agua libre en w®dion alta osmolaridad. Su
acumulacion, por lo tanto, permite la proliferaciéelular continua en condiciones
desfavorables (Record y col.,, 1998). Los solutompatibles también ayudan a
estabilizar proteinas y componentes celularesdrahtuerte efecto desnaturalizador de
la alta osmolaridad (Kempfy Bremen, 1998).

El espectro de solutos compatibles utilizados perrhicroorganismos comprende un

limitado niumero de compuestos como azucares @glosa), polioles (ej. glicerol y



glucosil-glicerol), aminoacidos libres (gj. proligaylutamato), derivados de los mismos
(ej. prolina, betaina y ectoina), aminas cuateasayi sus analogos sulfonados (gj.
glicina-betaina, carnitina y dimethilsulfonioprogin), ésteres sulfato (ej. colina-O-
sulfato), di-aminoacidos N-acetilados y pequefigsigés (ej. Né-acetilornithine y N-
acetil-glutaminil-glutamine amida) (Kempf y Bremet998). Los representantes mas
importantes son el aminoacido prolina, el computstnetil-amonio glicina-betaina y
tetra-hidro-pirimidina ectoina (Kuhlmann y Breme2)02). Un variado espectro de
solutos compatibles suele ser utilizado por losroeiganismos con un proposito
osmoregulador, la composiciéon del pool de solutaedp variar segun la fase de
crecimiento y el medio de crecimiento del microoigmo (Galinski y Truper, 1994).
Ademas una funcién adicional de los solutos corbfestj en general, es que ayudan a
estabilizar proteinas y componentes celularesuateto los efectos nocivos del calor,
congelacion, secado, alta salinidad, radicalesxéigeno, urea, radiacioén y otros agentes
desnaturalizantes que pueden afectar la integri@aths proteinas, acidos nucleicos,
biomembranas e incluso células enteras (da Costa,y1998; Kempf y Bremen, 1998;
Lentzen y Schwarz, 2006). Como se ha demostradoenplo, que la ectoina
estabiliza notablemente la capacidad cataliticaadieas enzimas, como la fitasa, a alta
temperatura (Zhang y col., 2006); por lo tanto sede deducir que un ACB sometido
en el laboratorio a condiciones de estrés acuasmeincrementar la sintesis de solutos
compatibles y por ende su capacidad de sobrevixemccondiciones de deshidratacion.
Se ha demostrado que célulasRintoea agglomeran€PA-2 cultivadas en medios
liguidos con baja@ (modificada con CINa) fueron més tolerantes aléssbsmatico,
con lo cual la manipulacion fisiolégica intracelutkel contenido de polioles y azucares,
puede proporcionar una herramienta para el dekardel ACB con mejor aptitud
ecologica frente a las condiciones del medio antbien el que se encuentren (Teixido
y col., 1998 a; Abadias y col., 2001; Teixidé y.c8D06).

También se ha demostrado que cuando las bacteriaasxpuestas a la falta de carbono
o al estrés oxidativo, se vuelven mas tolerantesiehas condiciones perjudiciales del
medio ambiente como bajo pH, desecacion, salinidgwaperatura, etc. Hay pruebas de
gue las células sometidas a estrés generan maétriksefiales que inducen la respuesta
de estrés en los genes de otras células. Por o éanposible a través de métodos
fisiolégicos mejorar la tolerancia de los ACB atrés medioambiental, desarrollando

productos de biocontrol mas efectivos y consisge(ideacon, 1991).



2. Objetivo
Mejorar la calidad del in6culo para su sobrevidaadte el almacenamiento en
anagueles y para una mayor eficiencia durante smagmencia en el ecosistema

rizosférico.

2.1 Objetivos especificos
2.1.1. Determinar la sobrevivencia al est®@maotico dd. amyloliquefacieng M.

oleovorans al modificar la actividad acuosa del medio decionéento (g
0,99; 0,98; 0,97 y 0,96), con soluto i6nico (CINa)solutos no iénicos
(glicerol y glucosa), en medio liquido y solido.

2.1.2. Determinar la sobrevivencia al estrés matricdBdemyloliquefacieny M.
oleovorans al modificar el potencial matrico de los medi@s alecimiento
(ay 0,99; 0,98; 0,97; 0,96) con el soluto no idnicoigtdenglicol 600 (PEG
600), en medio sadlido.

2.1.3. Determinar la sobrevivencia al shock térmicoBdeamyloliquefacieny M.
oleovoransen diferentes medios con actividad acuosa mod#dica

2.1.4. Determinar la acumulacién intracelular de solutasngatibles, glicina-
betaina y ectoina.

2.1.5. Determinar la influencia de la adaptacion fisiobagide los ACB en la

actividad de biocontrol sobFe verticillioides

3. Metodologia
3.1Cepas microbianas

-Bacillus amyloliquefacien®N° de acceso GenBank EU164542.

-Microbacterium oleovorand\® de acceso GenBank EU164543.
Ambas cepas fueron aisladas del ecosistema rimosfée la plantula de maiz, se
encuentran en la coleccion de cultivos del Laboi@tale Ecologia Microbiana,
Departamento de Microbiologia e Inmunologia, Faculle Ciencias Exactas, Fisico-
Quimicas y Naturales, Universidad Nacional de Riar®, yhan sido depositadas en el
Banco Nacional de Microorganismos dependiente dhudtitito de Investigaciones en
Biociencias Agricolas y Ambientales (INBA) y el Gajo Nacional de Investigaciones

Cientificas y Técnicas (CONICET), Facultad de Agnmiia, Universidad Nacional de Buenos
Aires, con el numero de registro BNM-0531 y BNM-@58espectivamente.



3.2.Adaptacion fisiologica

3.2.1 Estrés osmoético en medio sdélido

Con la finalidad de determinar el perfierotolerante,B. amyloliquefaciensy M.
oleovoransfueron cultivados en 200 ml de caldo tripticasgas(CTS) durante 24 h a
30°C y 140 rpm. A partir de 1 ml de cultivo se izsbn diluciones seriadas hasta’10
las diluciones 10 a 10'° se sembraron en placas con el medio sélido aipicasa
soya (ATS) modificado osmoticamente con el soldodo CINa, y con solutos no
iGnicos, glicerol y glucosa, en los niveles devadtid acuosa (@ 0,99; 0,98; 0,97 y
0,96 (Dallyl y Fox, 1980). Layase midié con el equipo Aqua Lab (serie 4TE). Las
placas fueron incubadas a 30°C durante 24 h, esadale polietileno, y luego se
determiné el nUmero de células viables (UFC/mlitagda bacteria en cada tratamiento.

La experiencia se realiz6 por triplicado, dos veces

3.2.2 Estrés osmotico en medio liquido

Se inocularon TOUFC/mI deB. amyloliquefacieng M. oleovoransen erlenmeyers con
150 ml de CTS modificado osmoéticamente con el saldriico CINa, y los solutos no
i6nicos, glicerol y glucosa, a los niveles dg &99; 0,98; 0,97 y 0,96 (Dallyl y Fox,
1980). Los cultivos liquidos se incubaron duraMe 28 y 72 h a 30°C y 140 rpm.
Después de la incubacion se realizaron diluciorgadas a partir de 1 ml y 0,1 ml de
cada dilucién de IDa 10" se sembraron en medio ATS. Luego de 24 h de imitia
a 30°C, se determinaron las UFC/ml en cada tratdmika experiencia se realizé por

triplicado.

3.2.3. Estrés matrico en medio sélido

B. amyloliquefacieng M. oleovorandueron inoculados en erlenmeyers con 200 ml de
CTS e incubados durante 24 h a 30°C y 140 rpm. tirpde 1 ml de cultivo se
realizaron diluciones seriadas hasta’, s diluciones 16 a 10'° se sembraron en
placas con el medio solido ATS modificado matricateecon el soluto no ionico
polietilenglicol 600 (PEG 600), en los niveles dge @99; 0,98; 0,97 y 0,96 (Dallyl y
Fox, 1980). Las placas se colocaron en bolsas tetilgmo, se incubaron a 30°C
durante 24 h y se determind las UFC/ml de cadaebach cada potencial matrico. Se

realizo la experiencia por triplicado.



3.2.4. Supervivencia y adaptacion fisiol6gicahaick térmico

B. amyloliquefaciensy M. oleovoransfueron cultivados en los diferentes medios
liquidos modificados osmoéticamente con soluto idnycno ionico, a las actividades

acuosas 0,99; 0,98; 0,97 y 0,96, durante 24 h @ $0P40 rpm. Luego del tiempo de

incubacién se realizé un recuento de las UFC/mi.deatrifugacion a 7000 g durante

10 min a 10°C se cosecharon las células, el ptenido fue resuspendido en 2 ml de
buffer fosfato (PBS) y colocado en un bafio ternizstdo a 45°C por 30 min. Luego de
dicho tiempo se realizaron diluciones seriadas €8 § se sembraron en ATS. Las
placas se incubaron durante 24 h a 30°C, y luegeaed un nuevo recuento de

UFC/ml.

3.3.Acumulacién enddgena de glicina-betaina y ectoina

B. amyloliquefaciensy M. oleovorans fueron incubados en CTS modificado
osmoéticamente con soluto ionico (CINa) y solutosarocos (glicerol y glucosa), a los
niveles de @ 0,99; 0,98; 0,97 y 0,96 durante 24 h a 30°C yrp#@. Luego los cultivos
fueron centrifugados a 7000 g, a 10°C durante X0 Hliipellet se resuspendié en 2 ml
de leche descremada estéril y se transfirieron polas de vidrio estériles. Las
ampollas se colocaron en un liofilizador, con uresin <0,05 mbar y -45°C durante
24 h. La extraccion de los solutos compatibles gados se realizdé siguiendo el
método descrito por Kunte y col. (1993). Veinte dwy células liofilizadas de cada
tratamiento se afiadieron a 510de la mezcla de extraccidén metanol/cloroformogagu
(10:5:4). Se agit6 vigorosamente durante 5 minpreetiatamente se adicioné a la
mezcla igual volumen de cloroformo y agua (3JdPy se agité durante 10 min. La
separacion de fases se realizé por centrifugaci®i2® g durante 10 min. La capa
hidrofila superior, que contenia los solutos coripbed, se recuperd y se diluyo antes
del analisis por cromatografia liquida de altaasfia (HPLC). Una alicuota de 0,75 ml
de acetonitrilo (ACN) se adiciondé a cada muestna mdotener la misma relacion de
ACN / agua (80:20) que la fase mévil. Las muessmsentrifugaron a 9720 g durante
10 min y se filtraron a través de un filtro Whatmesiéril de 0,22um, con el fin de
eliminar las impurezas antes del analisis por HPE€inyectaron 501 de muestra en

el cromatégrafo, las que se analizaron utilizanda columna RP8-NH2 (125 x 4 mm



con relleno de pm Gromsil amino 100 RP-8; Grom Ana-litico, Rottergstdailfingen,
Alemania). El caudal de la fase movil fue de 1,%wm a temperatura ambiente. Los
solutos glicina-betaina y ectoina fueron detectadosel detector Agilent G1362A, con
indice de refraccion de Agilent (IR), y un inyectutomatico conectado al paquete de
software de Agilent Milenio para el analisis deodatLas areas de los picos se
integraron y compararon con las curvas de calibraconstruidas con los estandares de
cada componente analizado (50 a 8@0ol/ g). Los resultados se expresaron como
pumol de soluto compatible/g (peso seco de célulasebanas). Todos los resultados
fueron obtenidos de la media de tres muestras Weaciacteriano liofilizado por

tratamiento.

3.4 Influencia de la adaptacién fisiologica de los ages antagonistas en el
crecimiento de F. verticillioides

Se determind la actividad inhibidora Be amyloliquefacieng M. oleovoranssobre la
fase de latencia y la tasa de crecimientd-deerticillioides. EI medio de crecimiento
para la interaccion biolégica y para los contrddesterianos se modificé a diferentes
ay. Se mantuvo un control para cada tratamiento sidiffoar la ay del medio. El
medio base utilizado fue agar harina de maiz (MMElAJual contiene 3% de harina de
maiz y 1,5% de agar. Layalel medio se ajusto a 0,99; 0,98; 0,97 y 0,96 amdila
adicién de CINa, de acuerdo con Dallyn y Fox (198)a suspension bacteriana de
cada tratamiento de d@élulas/ml fue vertida en una placa de Petri cOnn®2 de
MMEA y mezclado segun la técnica de placa vertitfaa vez solidificados los medios,
las placas se inocularon en el centro con una sagpede 1Qul de 1¢ esporas/ml. Las
esporas fueron obtenidas de un cultivo de 7 diasndgbacion en el medio de
esporulacién Capellini-Peterson (Capellini y Peateys1965). Los tratamientos se
incubaron a 25°C durante 12 dias en bolsas detimii@ (Nesci y col., 2005). El radio
de la colonia fungica se midié diariamente. Padaczolonia, dos radios medidos en
angulos rectos entre si, se promediaron para eacoet radio medio. La tasa de
crecimiento radial (mm/d) fue posteriormente caldal por regresion lineal de la fase
exponencial de crecimiento. EIl momento en quenlealiintercepté al eje x se utilizé

para calcular la fase de latencia para cada tratdami



4. Resultados

4.1. Adaptacion fisiologica

4.1.1. Estrés osmatico y matrico en medio sélido

Los cambios en el crecimiento celular Be amyloliquefacieny M. oleovoransen

relacion a los tratamientos osmoticos y matricosbservan en la fig.l.1.
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Fig. I.1. Viabilidad deB. amyloliquefacieng M. oleovoranseen medios soélidos a diferentgs generadas
por solutos osmaoticos y matricos,(8,99 @ 0, 98 , @& 0.97 y @ 0. 96 ). En las
diferentes @ con un mismo soluto, igual Iet.a mlnuscula Indic& no ex!en dlferenC|as significativas,
y diferentes solutos con igual letra maydsculaicemdjue no son significativamente diferentes dew@tu
al test de DuncarPk 0,05).



El recuento de células viables Be amyloliquefacieny M. oleovoranscon diferentes
niveles de @ con cada soluto, mostr6 diferencias estadisticemsignificativas.El
recuento de las unidades formadoras de colonia<CYUWksminuyé en todos los
tratamientos a medida que el nivel dg decrecid. En los tratamientos cdh
amyloliquefaciensse observaron diferencias significativas entaosolos medios de
crecimiento bajo estrés osmotico (iénico y no iéhig matrico. El tratamiento con PEG
fue el mas estresante a bajas @ mayor crecimiento (4,12 UFC/log) se obseniéa a
aw 0,99 y no se observé crecimiento con Jya®97 y 0,96. Se observaron diferencias
significativas en el crecimiento dd. oleovoransen el medio modificado con CINa
(presidon osmdética) y PEG 600 (presion matrica)petrando un recuento de 4,11 log
en el medio modificado con CINa a lg 6,99 y 3,86 log en medio modificado con PEG
600 a la mismaa Se observaron importantes diferencias en el crentm deM.
oleovoransentre los medios modificados con CINa y medios ifftadlos con glucosa
(estrés osmdtico ibnico y no ionico), y entre mediodificados con glucosa y con
glicerol (estrés osmaotico no ionico). No se obsemwaliferencias significativas entre
los tratamientos modificados con CINa (idnico) ycelol (no idnico). En medio
modificado con CINa ay0,99 el crecimiento fue de 4,11 log y con glicetel4,03. El
tratamiento con PEG fue el mas estresante phraleovorans al igual que par®.

amyloliquefaciens.

4.1.2 Estrés osmoético en medio liquido

La viabilidad de las células d& amyloliquefacieny M. oleovoransa las 24 h de
incubacion, mostraron diferencias estadisticamsigsificativas entre lasyade los
tratamientos (fig. 1.2).

A las 48 y 72 h de incubacién se observoé crecimibatteriano en fase estacionaria en
todos los tratamientos (datos no presentados).alnddisis estadisticos de potencial
osmatico, &, cepas bacterianas y las interacciones con lass daitenidos a las 24
horas de incubacion se muestran en la tabla I.1. oBgervaron diferencias
estadisticamente significativas en el potencial Gigm, gy, cepas bacterianas y la
interaccidon entre potencial osmaético y cepas batas. El principal efecto fue
producido por el potencial osmético (F= 213,28;> 0,0001). No se observaron
diferencias significativas en el recuento de UF@eetas g 0,99; 0,98 y 0,97. El

recuento de UFC dB. amyloliquefacieng M. oleovorangdisminuyo a la menora



Tabla 1.1. Significancia del potencial osmotic&’s), ay, cepas bacterianas (B), y las interacciones en
base al efecto del potencial osmético en el crexitoi bacteriano en medios liquidos durante 24h de
incubacion.

Factor GL CM F? Pr>F
Ws 2 149.39 213.28 0.0001
ay 3 17.16 24.51 0.0001
B 1 71.55 102.16 0.0001
a, x Ws 6 2.47 3.53 0.0030
WYs x B 2 71.64 102.28 0.0001
a, X B 3 2.28 3.26 0.0241
ay X B xWs 6 1.43 2.05 0.0763
Error - 115 80.55 -
GL: grados de libertad. CM: cuadrados medios, BnEdecor. Significativo B<0,0001.
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Fig. 1.2. Viabilidad de B. amyloliquefaciensy M. oleovoransen medios liquidos a diferenteg, a
generadas por solutos osmoticos (0.9figp , 0.98 @& nE 0.97a [l y0.96a] ). En las diferentes
ay con un mismo soluto, igual letra minuscula indjc@ no existen diferencias significativas de aawmerd
al test de DuncarPk 0,05).



4.1.3 Supervivencia y adaptacion fisioldgica alckhi@rmico

Células deB. amyloliquefaciensrecidas en medios modificados con CINa y glucosa

mostraron diferencias significativas antes y despléd tratamiento de shock térmico
(fig. 1.3.).
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Fig. I. 3. Supervivencia luego del shock térmico a 45°C dar&0 min deB. amyloliquefacieny M.
oleovoranscrecidas en medios cofy aodificada osméticamente (0,99 ;0,98 ¢ ;0,97 @
[l Y096 a [).En diferentes;acon un mismo soluto, igual letra mindscula indice no existen
diferencias significativas, y datos con igual letreayldscula, indica que no son significativamente
diferentes antes y después del shock térmico, ukrda al test de DuncaR<€ 0,05).

Se observaron diferencias no significativas ere@lento de viables antes y después del

shock térmico en medios modificados osmoéticameoitegticerol, manifestando mejor



tolerancia hacia la bajayay mejor supervivencia después del shock, siendeceiento
de 1.05 x 18" UFC/ml antes del shock y 1,25 x*1@WFC/mI después de shock térmico
con la & 0,99. En todos los medios osmaoticamente modifisaldoactividad acuosa no
tuvo influencia en la viabilidad d8. amyloliquefacienslespués del shock térmico. No
se observaron diferencias significativas entre dasatro @ ensayadas en cada
tratamiento. La mayor diferencia de viabilidad adéiticamente significativa, se obtuvo
en el tratamiento control con 11,2 log antes y 8§3después del shock térmico.

Se observaron diferencias significativas en la siyencia de células dé. oleovorans
en los medios modificados con glucosa, CINa y ghicen las cuatroy@analizadas. El
efecto de la @ en el recuento de UFC fue minimo en los medio fiwadios con
glicerol. Los valores fueron 13,1 log a Ia 8,99 y 12,55 log a laya0,96 antes del
shock térmico. El crecimiento en los tres mediogulévo modificados idnicamente
mostraron diferencias significativas en la supemtia deM. oleovoransantes y
después del shock térmico, la excepcion fue elarr@nto control (medio sin
modificar). M. oleovoransmostrdo mas resistencia al shock térmico en earnranto

control queB. amyloliquefaciens.

4.2.Acumulacién de glicina-betaina y ectoina

La acumulacion enddgena de glicina-betaina y extoBn células deB.
amyloliquefacieny M. oleovoransrecidas bajo estrés ionico se muestran en la4ig.
Todas las células crecidas bajo estrés osméti¢ooiocon la @ 0,99; 0,98; 0,97 y 0,96;
mostraron acumulacién de ambos solutos compatithl@smayor acumulacion de
glicina-betaina en células @ amyloliquefacienfue a la @ 0,98 con 511,3pmol/g;
para el tratamiento con lawa0,97 la acumulacion de glicina-betaina fue
significativamente menor con 23@nol/g. Mientras que para el ACH. oleovoranda
mayor acumulacion de glicina-betaina fue 7hé&wol/g a la @ 0,96, valor
significativamente mayor a los otros tratamientag 0,99; 0,98 y 0,97). La menor
concentracion de glicina-betaina se observo emrraghnmiento de \a 0,99 con 249
pmol/g.

La acumulacion de ectoina en célulaBdamyloliquefacientue de 107Qumol/g a la
aw 0,99, significativamente mayor en comparacion losnotros niveles deya(0,98;
0,97 y 0,96). La menor acumulacion de ectoina sereb a 0,98 @& En contraste,

células deM. oleovoransacumularon concentraciones muy altas de ectoif&8(1



pumol/g) en el tratamiento con lgyd,98, diferencia estadisticamente significativa co
respecto a los otros niveles dg ensayados. La menor concentracion de ectoina (811

pumol/g) se observé a 0,9¢,a
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Fig. 1.4. Acumulacién intracelular de betairlll( ) soéwa (I ) en células d& amyloliquefacieng
M. oleovoranscrecidas durante 24 horas a 30°C en CTS modificadoCINa a 0,99; 0,98; 0,97 y 0,96
ay. Datos con la misma letra para diferentgsimdica diferencias no significativas para cadauteol
compatible, de acuerdo al test de Dundar Q,05).

4.3. Efecto de los agentes antagonistas adaptados figimamente en el crecimiento
de F. verticillioides

La fase de latencia y la tasa de crecimient® .deerticillioides crecido en medios con
diferentes @ se muestran en la tabla 1.2. Los agentes antaggrpcodujeron un
aumento significativo en la fase de latencia y disaninucion en la tasa de crecimiento
deF. verticillioides (P < 0,001). Se observ6 para todos los tratansefae la fase de
latencia de los controles de verticillioides aumentd a medida que lg a@el medio

decrecio. Los dos agentes antagonicos causaronmento en la fase de latenciakle



verticillioides. La fase de latencia de verticillioidesse increment6 significativamente
por la interaccién con células & amyloliquefaciendjsiologicamente adaptadas a las
ay 0,97 y 0,96, con valores que oscilaron entre H368,56 h respectivamentil.
oleovorangambién incrementoé significativamente la faseadericia, destacandose en
la interaccién con las células adaptadas a\a6,88 y 0,96 con valores que oscilaron
entre 7,42 h y 8,47, respectivamente. Ademas, esltefen la fase de latencia Be
amyloliquefaciendisiolégicamente adaptado, fue mayor en los traatas con bajas

aw.

Tabla 1.2. Efecto de las interacciones ACH-- verticillioidesen la fase de latencia y la velocidad de
crecimiento del patégeno.

Actividad acuosa Tratamiento Fase de latencia  Velocidad de
(h) crecimiento (mm 1)
0.99 Fv-C 1.87 cC 0.59 aA
Ba-W 4.39 a 0.40c
Ba - PA 3.06b 0.50b
Mo - W 2.59B 0.56 B
Mo — PA 2.90 A 0.53C
0.98 Fv-C 3.03cC 0.54 aA
Ba-W 4.24 a 0.53a
Ba — PA 4.11b 0.30b
Mo - W 4.11B 0.37B
Mo — PA 7.42 A 0.27C
0.97 Fv-C 3.94 cB 0.55 aA
Ba-W 4.09b 0.19c
Ba — PA 7.26 a 0.45b
Mo - W 4.30 A 0.49B
Mo — PA 3.84C 0.44 C
0.96 Fv-C 4.75 bB 0.38 aA
Ba-W 5.20b 0.25b
Ba - PA 8.56 a 0.16 c
Mo - W 4.64 C 0.39 A
Mo — PA 8.47 A 0.17B

Fv-C: F. verticillioides control sin agentes antagonistas bajo diferenteBa-W: B. amyloliquefaciens
sin adaptacién fisiolégica; Ba-PAB. amyloliquefaciensfisiolégicamente adaptado; Mo-WM.
oleovoranssin adaptacion fisiol6gica; Mo-PAM. oleovorandfisioldgicamente adaptado. Los datos con
la misma letra mindscula indican que no existererdiicias significativas en tratamientos BEe
amyloliquefaciensdatos con la misma letra mayuscula indica quartr@ntos comM. oleovoranso son
significativamente diferentes de acuerdo al testashgos multiples de Duncan (P < 0,05).

Se observo que cambios en los valores@erael tratamiento control, redujeron mas
del 35% el crecimiento de. verticillioidesentre las @ 0,99 y 0,96; y en presencia de
los ACB el crecimiento dé&. verticillioides fue mas inhibido en niveles de bajas a
Células deB. amyloliquefacieng M. oleovoranssin adaptacion fisiolégica produjeron
la mayor reduccioén en la tasa de crecimient&.deerticillioidescon las & 0,97 y 0,98,

con valores de 0,19 y 0,37 mm/h, respectivamenétul& deB. amyloliquefaciens



adaptadas fisiol6gicamente, redujeron mas del 95&teeimiento del patégeno a lg a
0,96 con respecto al control, mientras due oleovoransredujo mas del 50% el

crecimiento del patégeno a 0,98 y 0,96 a

5. Discusion

Diversos estudios sugieren que es posible mejartolérancia del microorganismo al
estrés, y por lo tanto mejorar su comportamiento lgandiciones ambientales no
controladas y / o durante el proceso de formulagénafectar su potencial de control
bioldégico (Harman y col., 1991; Teixido y col.,, 92005, 2006; Abadias y col.,
2001). En este estudio se demostro que es pos#éjtwan la tolerancia de células Be
amyloliquefaciens/ M. oleovoransal estrédn vitro, lo cual podria permitir un mejor
rendimiento en los procesos de formulacion, conmabtén soportar mejor el estrés
hidrico de la rizésfera de maiz.

La fuerza osmoética del medio ambiente es un imptetparametro fisico que influye
en la capacidad de los microorganismos de profifgr&aompetir con éxito en un
determinado habitat. La disponibilidad de agua>gwesada como el potencial agua
total (F't), una medida del contenido de agua disponibla pkacrecimiento microbiano,
el cual se determina vitro a través de la medida del crecimiento, bajo difiee
potenciales osmoéticos y matricos, modificando elimecon solutos i6nicos y no
ionicos, estos datos permiten determinar un paénimptimo, minimo y maximo
(Magan, 2007). Si bien la sobrevivencia de lagdras en presencia de solutos es
determinada por el potencial osmético, en el sdalba sobrevivencia es determinada
principalmente por el potencial matrico.

El éxito de la colonizacion de la rizosfera y eapesfera por los ACB inoculados en las
semillas, es fuertemente influenciado por las ciodes del habitat en particular. Las
fluctuaciones del potencial agua del suelo es wntosl factores mas importantes que
influye en la actividad microbiana de la rizosfedado que las bacterias crecen
principalmente en peliculas de agua sobre la somerfie las particulas de suelo,
consecuentemente, son fuertemente afectadas puootehcial matrico. El potencial
hidrico del suelo habitualmente fluctia con el perdisminuyendo gradualmente con
el secado y aumentando rapidamente por riego @#upor esta razén los ACB deben

ser tolerantes a la alta concentracion de soliag#&n, 2001.



Para mejorar la respuesta al estrés y desencadesmeanismos que estimulen su
eficacia y su idoneidad en condiciones practiaas niétodos de adaptacion fisioldgica
son esenciales para aumentar el rendimiento déd@s(Deacon, 1991; Teixidd y col.,
2005), y ademas, es importante el aumento sighifccade viabilidad en medios
estresados, para el rendimiento de los ACB durnf@oduccion en masa. En este
estudio, el potencial métrico fue mas estresangeefpotencial osmotico (ibnico y no
ionico) para células dB8. amyloliquefacieng M. oleovoransademas se observé que el
tiempo de incubacion desempefa un papel signiicatn el recuento de células en
medios con bajaya dado que en tratamientos con glicerol, a las 48 mcubacion se
obtuvieron altos niveles de produccion.

Cafamas y col. (2008a) han demostrado que la exposde células a un medio
ambiente con bajo nivel de estrés, puede indutiategias de adaptacion enddgenas,
gue pueden facilitar la resistencia frente a laoskqion a elevados niveles del mismo
estrés, por ejemplo, la temperatura. En este @studis resultados obtenidos
demostraron que la tolerancia osmoética esta reladeo con la termo-tolerancia, dado
que células dB. amyloliquefaciensrecidas en un medio osmatico iGnico, mostraron
una mejor supervivencia frente al estrés por cébocual mejora la capacidad de los
microorganismos de resistir condiciones perjudesatjue pueden producirse en el
medio ambiente (Ang y col., 1991). Ademas la tetolerancia de los ACB, es también
una ventaja en el proceso de formulacion. Nueseesltados coinciden con los de
Teixido y col. (2005), quienes demostraron que laélue Pantoea agglomerans
crecidas en medios con bajg, anodificada i6onicamente con CINa, mejoraron la
tolerancia al estrés osmaotico y ademas, adquiriproteccion cruzada contra el estrés
por calor en comparacion con células crecidas afiatmsal sin modificar. Las células
de B. amyloliquefaciensrecidas en medio liquido modificado con glicerofstraron
tener mejor tolerancia a la bajg § una mejor supervivencia al estrés térmico con
temperaturas de 45°C. En contraste oleovoransmostrd diferencias significativas en
la viabilidad antes y después del shock térmicotoelos los medios osmoticamente
modificados. Practicamente no se observaron dif&snentre los tratamientos con
CINa y glucosaM. oleovoransincubado 48 h en el medio modificado con glicerol
produjo un aumento en la viabilidad, una mejorrtoleia a la bajayay redujo el efecto
del shock térmico.

El crecimiento de bacterias en un medio ambientaltde osmolaridad, desencadena

flujos rapidos de agua celular, causando la destaicion del citoplasma. Con el fin de



evitar la perdida de agua, mantener la turgendiacoerecto funcionamiento y
crecimiento celular, los microorganismos sintetizancumulan osmolitos organicos,
llamados solutos compatibles, los que ajustab lterno a un nivel inferior que el del
entorno inmediato (Kempf y Bremer, 1998). De estmena bacterias cont®acillus
subtilis, para sobrevivir y crecer en habitats osmoébticamecdéenbiantes, han
desarrollado una serie de reacciones celularegrattas de adaptaciéon, como parte de
una respuesta al estrés general del medio (HecWéiker, 1998; Price, 2000) o como
respuesta especifica al estrés osmaotico (Bremeragrier, 2000; Kempf y Bremer,
1998). En base a nuestros resultados, hemos dadosgue de la misma manera,
células deB. amyloliquefacieny de M. oleovoranstienen la capacidad de sintetizar
glicina-betaina y principalmente ectoina, bajo ¢oondes de alta osmolaridad;
coincidiendo también con el ACBacillus pasteuriique sintetiza ectoina como
respuesta especifica al efecto osmdético, y tanteolit®s idnicos, como no idnicos,
desencadenan la produccion de ectoina (Kuhlmanmeyn®&®, 2002; Goller y col.,
1998).

Los solutos compatibles se definen operacionalmeoneo osmolitos que pueden ser
acumulados por la célula en concentraciones exaesinte altas (hasta varios moles
por litro) sin perturbar las funciones celularetabes y el correcto plegamiento de las
proteinas (Brown, 1976). El nivel de acumulaciérsdieitos compatibles es establecido
por la osmolaridad del medio ambiente (Poolman ga&ker, 1998), asi las células
frente a un shock hipo-osmético, pueden restablelcequilibrio osmético mediante la
liberacion de osmolitos a través de sistemas dsmecide flujo de salida (Morbach y
Kramer, 2002), permitiendo una rapida adaptaciomuna entorno osmoticamente
fluctuante.

Los solutos compatibles funcionan como estabilireslale proteinas y componentes
celulares frente a los efectos desnaturalizadaeds uerza i6nica (Kempf y Bremer,
1998). En estudios realizados por Louis y col. #98e demostrd que la ectoina y la
hydroxyectoina tienen la capacidad de estabiliziulas de Escherichia colien
procesos de deshidratacion y liofilizacion. En stestudios realizados por Teixido y
col. (2005) también se demostré la mejora en kExdolcia osmatica y térmica del medio
ambiente, en células del AOB agglomerans<CPA-2 gracias a la acumulacién de los
solutos compatibles glicina-betaina y ectoina. Massresultados mostraron qivk
oleovoransacumulé el mayor contenido de ectoina cuandaylaearedujo a 0,96. La

acumulacion de glicina-betaina y ectoina en célda$. amyloliquefaciensy M.



oleovorans mejoraria la tolerancia a las modificaciones déemmales agua y la
desecacion en el proceso de liofilizacion y produtde formulado.

En estudios previos Etcheverry y col. (2009) deraosh en ensayof vitro a
diferentes @, como los ACBB. amyloliquefacieny M. oleovorananfluyen en la tasa
de crecimiento y provocan un incremento en la festatencia dé&. verticillioides.En
nuestro estudio se obtuvo un resultado similar,ignath inferir que la adaptacion
fisiologica no afecta el potencial de control bgtd, al contrario, el efecto de
reduccion en la tasa de crecimiento e verticillioides fue mayor con células

previamente adaptadas a bajgs a



Capitulo 1l

Proceso De Produccion Del Inéculo Del Agente DeoBontrol

1. Introduccion
El uso de microorganismos con capacidad fungistatiéungicida para de control de
enfermedades causadas por hongos en plantas, edeurlas alternativas mas
prometedoras al uso de fungicidas quimicos (BUuiO2 y en cultivos como el
maiz, el tratamiento de semillas con agentes diatdriol6gico (ACB) se recomienda
como el método mas adecuado para el control deggadd a nivel de la rizosfera
(Lewis, 1991; Harman 1992; Hebbar y col., 1992)n&sesario un adecuado proceso de
formulacién de productos de biocontrol, con la lfdeed de optimizar la eficacia,
estabilidad, seguridad y facilidad de aplicaciohmismo (Rhodes, 1993).

* Proceso de produccion del inéculo:
Los formulados padecen inconvenientes y problemss ltpn determinado que el
desarrollo de un formulado impligue un enfoque migitiplinario incluyendo la
patologia y la ecologia microbiana de la planté de aclarar las interacciones entre el
biofungicida, la plaga y el medio ambiente (Deac®®91; Whipps, 1997; Butt y
Copping, 2000). Los principales problemas que &#mhos formulados radican en que
las células microbianas deben mantenerse estalnastd largos periodos a lo largo de
la cadena de distribucion, expuestas a las fluinas de temperatura ambiental, o
bien, en el caso de productos que requieren reficge, implican sistemas de
distribucion altamente especializados y costosambién existen problemas debido a
una limitada vida util del producto, que generaafae eficacia y bajo establecimiento
de los ACB, y por lo tanto, baja actividad antagtmi(Van Elsas y Heijnen, 1990;
Powell, 1992). Otro inconveniente que deben erdirdios formulados es la exposicion
a la hostilidad y fluctuaciones ambientales, eriqdar la actividad acuosay{ay la
luz ultravioleta durante y después de la aplicagidaduciendo una rapida reduccion de
la densidad de poblacion. Algunos de los probleseaslivian con un buen proceso de
formulacién, pero otros siguen siendo una barm@ortante para la comercializacion
(Fravel y col.,, 1999); por ello ademés, desde eftpude vista industrial, un
microorganismo antagonista exitoso deberia teney ¢aracteristicas de ser
genéticamente estable, exhibir una gran y consesteficacia contra un rango de

patogenos, ser capaz de sobrevivir en condiciomdseatales adversas, producir una



facil y rapida fermentacion en medios de bajo costr capaz de sobrevivir y
permanecer estable en el producto formulado, sempabble con los tratamientos
quimicos y fisicos, y ser seguro para humanos grisgnos no blancos (Hofstein y col.,
1994; Whitesides y col., 1994).
La formulacion puede afectar en muchos aspectésit del producto de biocontrol,
algunos de los beneficios evidentes incluyen ungomeficacia, mayor vida util, mayor
facilidad de manejo, aumentar la seguridad (redumcde la permeabilidad en la piel o
por inhalacion), cobertura adecuada de la zonapathilidad con el equipo agricola y
las practicas, y menores costos de produccion €Fracol., 1999). El desarrollo de
formulados que contengan alta densidad de micraang@s y alta proporcion de
sobrevivencia durante el almacenamiento en anaqgaestituye un punto importante
para el desarrollo de productos de biocontrol afest(Vidhyasekaran y Muthamilan,
1995; Moenne-Loccoz y col., 1999). Minuto y col995b) demostraron que el desarrollo
de un formulado y un sistema de aplicacién adecpadde aumentar el rendimiento de
antagonistas en el control del marchitamientoRumarium spp

» Tipos de formulaciones:
Existen varios tipos de formulaciones, el que wrascia activa dada se presente de
una forma u otra dependera basicamente de sus egeal@s fisico-quimicas
(solubilidad, tamafio de particula, densidad, flzydede la maquinaria que dispone el
aplicador, del tipo de ACB a formular, y de factoecondmicos. En la tabla Il.1. se
detallan algunos tipos de formulaciones mas utlazaen el desarrollo de productos
fitosanitarios (Kloepper y Schroth, 1981; Vidhyaeen, 1997; Burges y Jones, 1998).

Tabla Il 1. Tipos de formulaciones.

Tipos de Ventajas Desventajas Descripcién
Formulaciones
Polvo No necesita dilucionRiesgo de inhalacién |Bustancia activa mas un
ni mezclado antes dedhesion a la piel portador inerte.
usar Apropiada para aplicaciones
directamente al suelo.
Granulados Dosificacion makiberacién lenta deglSustancia activa con un

facil, reduccion de laprincipio activo y puedesoporte mineral y un agerjte
cantidad de productmecesitar humedad pgraumectante que le de

adherido a losempezar a actuar. cohesion.
envases, equipo ( Util para aplicaciones
aplicacion simple directamente al suelo.

menos riesgo para los
aplicadores.




Polvos humectables| Facil almacenamienRequiere agitaciopSustancia activa con yn
transporte y manejopuena y  constantesoporte mineral y sustancigs
menos peligro deAbrasivo a muchasque contribuyan a Su
absorcién por la piel ppombas y  boquillassuspendibilidad,
los ojos en elprovocando desgaste daispersabilidad y estabilidadl
momento delos equipos dePuede ser utilizada pdra
aplicacién. aplicacion. Riesgpaspersiones foliares.
potencial por inhalacion,.

Polvos floables secos-acil manejo \ Agitaciéon constante yGranulado del ingredienie
0 granulog aplicacion. Rarameniguede dejar residuos. |activo junto a  otros
dispersables obstruye las boquillas. componentes similares |al
polvo mojable. Puede sgr
utiizada para aspersiongs

foliares.
Materiales Productos ma| Agitacién constante en | Particula sélida o liquida del
microencapsulados | seguros para operaripgnque. ingrediente activo cubierta
de campo; laTecnologia cara por un material sintético
liberacién gradual de Apropiada si se necesita
la parte activa proteger al principio activp
aumenta la eficacia; el del medio circundante |y
producto sufre menar controlar el tiempo de
volatilizacion y menos liberacion del mismo.
olores.
Concentrado Emulsiones que tiengfPor la presencia de IpSustancia activa mas un
emulsionable una actividad disolventes ~ organicaoglisolvente organico.

biolégica mucho masque son  caros Se obtiene una accién rapida
elevada que undnflamables, requieredel principio activo.

suspension deinstalaciones especiales
particulas sélidas de |ale fabricacion ¥
misma sustancigalmacenamiento y
activa y  puedensuelen presentar cienta
manipularse contoxicidad por inhalacion
facilidad. 0 por contacto con la
piel.
Floables glas suspensiongdienen las mismadngrediente  activo  cop
Suspensiones concentradas son ddificultades que los ECemulsificantes \
Concentradas facil manipulacion ycuando hay derrames|dispersantes. Se obtiene una
aplicacion por sersalpicaduras. accion rapida del principip
formulaciones Tienen poder abrasivactivo.
liquidas. sobre boquillas y
bombas.

Como se ha descripto, los formulados de biomasaobana pueden ser secos o
liquidos. Los productos secos incluyen polvos huaides, polvos y granulados;
mientras que los formulados liquidos consisten i@pensiones de biomasa en agua,
aceites, o combinaciones de ambos (emulsiones)fdrosulados secos normalmente
comprenden secado por liofilizacion, lecho fluidopuolverizacion. En general los
formulados secos tienen las ventajas de tenerrgo [geriodo de almacenamiento con
menor riesgo de contaminacion, y ademas permiteryomaemperatura de
almacenamiento y, consecuentemente, agilizan sbdision (Li y Tian, 2006). Aparte
de las consideraciones bioldgicas en la selecaduna fermentacion liquida o sdlida,

la seleccion de los medios de cultivo y otras maaipones del sistema, como el costo



de materiales, el tiempo de fermentacion y el fcaba cuestion, debe ser considerado
también. Para reducir los costos, en muchos foroslase han utilizado diferentes
productos de desechos industriales, como melasaa@® de mani, maiz, harina de
pescado, diversas fuentes de quitina y extractésvaelura. Debe tenerse en cuenta que
si bien son productos econdmicos y reducen lo®spptieden aumentar la variabilidad
del producto obtenido, y es conocido que el mediprdduccion afecta no solo el tipo
de indculo, sino también la eficacia del mismo ¥Etay col., 1999), por lo tanto una
seleccion apropiada del medio de cultivo es un @uedencial para optimizar la
viabilidad celular (Abadias y col., 2001).

Otro punto importante a tener en cuenta en un flaeoucomercial, es que debe ser
estable (viable y eficaz) durante un periodo deaabnamiento de al menos doce meses.
Dicha estabilidad se puede lograr con la adaptaftsimiogica de los ACB, como ya
hemos visto en el capitulo I, y también a travéks adgegado de protectores y una
variedad de compuestos aditivos, en el procesomeufacion. Los aditivos se afiaden
al formulado con un propdésito especifico, como magjda eficacia, la vida util, la
tolerancia al medio ambiente, o la facilidad de imalacion; el ingrediente activo
puede incorporarse al producto biol6gico duranfgardalucciéon, formulacién y ain mas
tarde, durante el almacenamiento (Burges, 1998utisean aditivos como adhesivos,
diluyentes, supresores, dispersantes, emulsionargekatinizantes, humectantes,
blanqueadores, separadores, estabilizantes, pn@ectolares, sinergistas, espesantes,
nutrientes, aglutinantes, o protectores, dependietal su funcion en el formulado
(Burges y Jones, 1998), ademas el tipo de formulegende del uso previsto.

Muchos ACB se han suministrado en transportadooesocarcillas, turba, alginato,
vermiculita o lignina (Kloepper y Schroth, 1981at#l y col., 1985; Bashan, 1986;
Magan y Whipps, 1988; Vidhyasekaran, 1997), perong®rtante tener en cuenta que
la produccién comercial de formulados requiere d@ ltosto de manufactura, la
obtencién de productos con alta densidad celulargptimizacion de las condiciones
nutricionales (Lumsden y Lewis, 1989).

En algunos estudios con ACB de postcosecha serbdogdo formulados liofilizados,
gue se han destacado por mantener la viabilidadomana; se conoce que la
supervivencia de la célula bacteriana durante etgmo de liofilizado depende de
muchos factores, tales como las condiciones denuiestto, las sustancias presentes en
el medio, la concentracion inicial de células, éanperatura de congelacion y las

condiciones de rehidratacién (Zhao y Zhang, 2008)liofilizacién es el método de



conservacion de bacterias, levaduras y hongos ard&giente y satisfactorio (Berny y
Hennebert, 1991). Sin embargo, si se analiza ddtathente el método de liofilizado,
supone una suma de dos factores de estrés, cangelaceshidratacion, los cuales
podrian reducir significativamente la viabilidadcnobiana (Crowe y col., 1990). Es por
ello que es necesario agregar aditivos de proteccadn el fin de proteger
bioquimicamente las células vivas contra el dafimrda la congelacion y/o secado
(Berny y Hennebert, 1991), y ademas obtener uduesseco, con una estructura fisica
de calidad como material de soporte y como un tecejurante la rehidratacion. De
esta manera, se han desarrollado numerosos forosuladilizados de diversos ACB,
capaces de mantener alta viabilidad y eficacid eardrol de los antagonistas.

2. Objetivo
Buscar la mejor técnica de produccién de inoculomedio de bajo costo y alto

rendimiento.

2.1 Objetivos especificos

2.1.1 Determinar la eficiencia y obtenciéa idoculo en diferentes medios de
cultivo modificados osméticamente, a fin de elefjimedio de produccion.

2.1.2 Determinar la viabilidad de los ACEdo del proceso de liofilizacion en los

diferentes medios de cultivo con alta osmolaridad.

3. Metodologia
3.1Medios de cultivo y condiciones de crecimiento
B. amyloliquefacieng M. oleovorandueron inoculados en 200 ml de diferentes medios
1. Caldo nutritivo (CN) (8 g/L) + dextro€ED g/L) + extracto de levadura (5 g/L)
(NYDB).
2. Melaza (20 g/L) + polvo de soja (10 g/IM3B) (Costa y col., 2001).
3. Sacarosa (10 g/L) + extracto de leva@bigL) (SYB) (Costa y col., 2001).
4. Lactosa (12,7 g/L) + harina de mandid&7 g/L) + peptona de soja (8 g/L) +
sulfato de amonio (1,8 g/L) (LTPAB) @Rgcol., 2007).
La ay de los medios fue modificada con CINa y glicerod,89; 0,98; 0,97 y 0,96
(Dallyl y Fox, 1980). Cada tratamiento fue inocwadl 1% con cultivos deB.
amyloliquefaciensy M. oleovoransen fase exponencial de crecimiento, en caldo

tripticasa soya (CTS). Los erlenmeyers fueron iadais en agitacion (140 rpm) a 30°C,



luego en cada tratamiento se determiné el crectmignravés de un espectrofotometro
a 620 nm y la viabilidad celular se estimoé a trade@siembra en superficie. Para ello se
realizaron diluciones de los diferentes tratamigmrtio CTS y 0,1 ml de cada dilucion se
sembré en placas de agar tripticasa soya (ATS).plaxcsas fueron incubadas a 30°C
durante 24 h, y se determind el nimero de viables sp expres6 como unidades
formadoras de colonias por ml (UFC/ml). La expegiarse realiz6 por triplicado y en
dos ensayos independientes. Al analizar los dattenmlos, se calculé por regresion
lineal de la fase exponencial de crecimiento, eap&tro de crecimiento dg(tiempo

de generacion) y la constamtgconstante de tasa de crecimiento).

3.2Produccioén del inoculo

Los medios NYDB y MSB fueron seleccionados parpréauccion de biomasa. Lg a
de los mismos fue modificada a 0,99; 0,98; 0,9796 Gnediante la adicién de CINa
segun Dallyl y Fox (1980).

Para realizar el cultivo, se utilizaron erlenmeyges1000 ml conteniendo 200 ml de
medio a diferente\g inoculados al 1% (v/v) coB. amyloliquefacieng M. oleovorans
Los erlenmeyers inoculados fueron incubados emagitador a 140 rpm y 30°C durante
24 h. Luego de dicho tiempo se realizaron dilucsogseriadas en CN y 1Q0 fueron
sembrados en superficie en placas de ATS con &idad de determinar la viabilidad
de los ACB antes del proceso de liofilizado. Lascpk se incubaron a 30°C durante 24
h, y luego se determind el nimero inicial de ungdaformadoras de colonias por
mililitro (UFC/ml).

Para proteger las células bacterianas durante oglego de liofilizado, previo a la
congelacion, se agregd a todos los tratamientos soh&ion de sacarosa al 10%
(Abadias y col., 2001). Los erlenmeyers contenielodoindculos fueron congelados
directamente a -20°C durante 4 h, y luego a -808tarde 24 h. Los erlenmeyers
congelados fueron conectados a un liofilizador ifumendo con una presién <0,05 mbar
y -45°C durante 72 h (fig. I.1). Los experimengasrealizaron por triplicado.

3.3Determinacién de la viabilidad luego del procesoldsilizado
Se tomaron 0,5 g de cada muestra liofilizada ladesufueron hidratadas con 9 ml de
CN. Se incubaron durante 1 hora a temperatura amehig se homogenizaron con un

agitador vortex. A partir del in6culo liquido selizaron diluciones seriadas y 10D



de cada una se sembraron en superficie en placA3 8leLas placas se incubaron a
30°C durante 24 h, y luego se determinaron las bhF@¢ cada tratamiento.

Fig. Il.1. Proceso de liofilizacién. Rendimiento.

4. Resultados

4.1 Parametros de crecimiento bacteriano en funcionl deedio de cultivo y la
actividad acuosa

Los parametros de crecimiento Beamyloliquefacieng M. oleovoransse muestran en
las tablas 11.2. y 11.3. La constante de crecinoef] y el tiempo de generacion (g) Be
amyloliquefaciens y M. oleovorans mostraron diferencias estadisticamente
significativas p < 0,05 test ANOVA) entre los diferentes medios diivo y la ay de
los distintos tratamientos.

Los valores de& disminuyeron a medida que lg @ecrecié en todos los medios de
cultivo, el menor valor de UFC se registro a lg0e7 y 0,96.

La baja disponibilidad de agua limito el crecimicede ambos ACB, a laxa0,96 se
redujo mas del 60% de la velocidad de crecimieata®. amyloliquefacieng mas del
90% paraM. oleovoransen comparacion con lo obtenido a la mayar Ambas

bacterias mostraron la mayor reducciork@ela g 0,96 en el medio MSB.



Tabla 11.2. Parametros de crecimiento Beamyloliquefacienen funcion del medio de crecimiento y la
actividad acuosa.

Medio de cultivo a, 0.99 & 0.98 & 0.97 & 0.96
NYDB b g 025 h c g: 032 h ¢ g 035 h b g 048 h a
k 276 i a k 215 F b k 1.97 i ¢ k 1.43 0 d
MSB b g: 0.20 h ¢ g 0.26 h ¢ g 035 h b g 054 h a
k 345 ht a k 265 H b k 1.97 i ¢ k 1.27 i d
SYB ¢ g: 0.60 h c g 052 h ¢ g 0.67 h b g 152 h a
k 1.15 H* a k 1.32 0 b k 1.03 i ¢ k- 0.45 i d
LTPAB a g: 0.38 h ¢ g 037 h ¢ g 039 h b g 049 h a
k 1.82 it a k 1.84 - b k 1.76 i c k= 1.40 H

Datos con igual letra indican diferencias no sigaifvas segun el test de Dunc&h<(0,05).
g: tiempo de generacioK; constante de crecimiento

La mayor velocidad de crecimiento tanto p&aamyloliquefaciengomo paraM.
oleovoransse observé en el medio MSB a lg #,99 k = 3,45 y 1,97 #
respectivamente), ademas ambas bacterias alcanglano@nor tiempo de duplicacion
en iguales condicioneg € 0,25 y 0,35 h, respectivamente).

En el medio de cultivo NYDHB. amyloliquefaciensnostré un importante crecimiento
(k = 2,76 RY) con un bajo tiempo de generacidn=< 0,25 h). De manera simila).
oleovoranamostré una constanke= 1,30 iy un tiempo de generacigr= 0,53 h.

Tabla I1.3. Parametros de crecimiento #& oleovoransen funcion del medio de crecimiento y la
actividad acuosa.

Medios de cultivo a 0.99 3, 0.98 a 0.97 a, 0.96

NYDB a g 053 h ¢ g 054 h ¢ g 114 h b g 126 h
k 130 i a k127 b k 060HRH ¢ k 055H
MSB a g 035 h c g 073 h ¢ g 1.07h b g: 5.55 h
k 197 i a k 0941 b kO064RHH ¢ k012H1
SYB c g- 057 h ¢ g- 088 h c g 231 h b g 244 h
k 121 a k078RF b kO029H ¢ k 028H

LTPAB b g 050 h ¢ g060h ¢ @093h b g 098h

a

d

a

k 1.38 it a k 1.15 it b k 074 At ¢ ki 0.70R* d

Datos con igual letra indican diferencias no sigaifvas segun el test de Dunc&h<(0,05).
g: tiempo de generacioK; constante de crecimiento



Ambos ACB, B. amyloliquefacieny M. oleovorans,mostraron una reduccion de la
velocidad de crecimiento del 60% al 40% y del 3898CG% en los medios SYB y
LTPAB, respectivamente, a lay®,99 en comparacion con el medio MSB. La biomasa
obtenida en los medios de cultivo SYB y LTPAB a&Ja0,97 y 0,96, fue insuficiente
para llevar a cabo el proceso de liofilizacién.

De acuerdo a los parametros de crecimiento redasdrgpara la obtencion de biomasa y

posterior secado por liofilizacion, se descartdosrmedios de cultivo SYB y LTPAB.

4.2.Sobrevivencia al proceso de liofilizacion

B. amyloliquefacieny M. oleovorans fueron cultivados en los medios MSB y NYDB.
Se seleccion6 CINa como soluto para modificaryada los medios de cultivo, dado
que el glicerol no permitid la deshidratacion de tltivos durante el proceso de
liofilizacion. Por otro lado, la adicion de 10% dacarosa a los medios de cultivo,
incrementé la viabilidad celular vy, por lo tande,agregé a todos los tratamientos.

El recuento de viables d& amyloliquefacieny M. oleovoransantes y después del

proceso de liofilizacion se muestra en las tabldsylll.5.

Tabla 11.4. Recuento de viables (log UFC/ml) Be amyloliquefacienantes y después del liofilizado en
los medios NYDB y MSB.

NYDB MSB
e Antes liofilizado Después liofilizado  Antes liofithdo ~ Después liofilizado
0.99 F.E. 7.92 +0.46 F.E 6.77.9.74
0.98 F.E. 4.30+0.99 F.E 7.54 +1.31
0.97 11.82 40.18 3.38 4#0.12 F.E. 5.08 +0.87
0.96 11.27 40.62 3.34 40.49 F.E. 4.23 +0.00

F.E.: fase estacionaria. Datos: mediS

Tabla I1.5. Recuento de viables (log UFC/mI) tie oleovoransantes y después del liofilizado en los
medios NYDB y MSB.

NYDB MSB
e Antes liofilizado Después liofilizado  Antes liofithdo ~ Después liofilizado
0.99 F.E. 8.59 +1.84 F.E 8.8106.91
0.98 F.E. 10.85_+0.63 F.E 8.82.+0.09
0.97 F.E. 9.75 2.41 F.E. 7.69 +0.55
0.96 7.42 40.09 - F.E. 7.24 +0.10

F.E.: fase estacionaria. Datos: mediBS. (-): sin recuento de viables.



Se observaron importantes diferencias en los réosienables antes y después de la
liofilizacion. B. amyloliquefaciensnostré una mejor tolerancia al liofilizado cuars#o
cultivo en el medio MSB a lasyd,98; 0,97 y 0,96; mientras glve oleovoransmostro
mejor supervivencia después de la liofilizacionrlese cultivo en el medio NYDB a
las gy 0,99; 0,98 y 0,97. No se observé supervivencialanedio NYDB a la @ 0,96.

La mayor viabilidad d8. amyloliquefacienkiego del proceso de liofilizado se observo
ala ay 0,99 en el medio NYDB, con92log UFC/mI, mientras que en el medio MSB
la mayor viabilidad fue a laya0,98 con 7,54 log UFC/ml.

M. oleovoransmostré la mayor viabilidad celular luego de [dilipacién a la & 0,98

en ambos medios de cultivo, con recuentos de 16g86/FC/ml en el medio NYDB y
8,82 log UFC/ml en el medio MSB.

5. Discusion

Los resultados obtenidos en este estudio muestraelgmedio de cultivo MSB, a base
de melaza (20 g/l) y polvo de soja (10 g/l), peidnitroducir indculos con importante
cantidad de biomasa y rapido crecimiento celular.nhelaza utilizada en el medio
contiene aproximadamente el 50% de sacarosa (It969) y, de acuerdo con Costa y
col. (2001) esa alta concentracion de sacarosaepeigalicar la significativa producciéon
de biomasa. El bajo costo de la melaza es un pongortante a destacar, dado que es
una ventaja economica en el proceso de formulacdénlos ACB, y ha sido
ampliamente utilizada en la produccion de los msifiReed y Nagodawithana, 1991).
El segundo componente, el polvo de soja, contieas del 40% de proteinas, el 56-
60% de carbohidratos y el 2% de grasa (Wickramamayk987) y, por lo tanto, es una
buena fuente de nitrogeno y carbono (Navaratnaroly £996). Ademas, las grasas
insaturadas pueden mejorar la produccion y secradgdenzimas microbianas, como
también aumentar la fluidez de la membrana (Neshglcol., 1985; Mishra, 1989).

Los formulados liofilizados otorgan numerosas vjastgue favorecen su aplicacién en
la formulacion de productos de biocontrol, tal comorgar mayor proteccion contra la
contaminacion o infestacion durante el proceso Id@@namiento, mantener mayor
viabilidad celular y facilitar la distribucién dgdroducto (Smith y Onions, 1983).
Existen numerosos formulados comerciales liofilimdomo el producto de Bio-save
10 y 11, un producto liofilizado de@seudomona syringa&l formulado liofilizado del
ACB Pantoea agglomeransa demostrado un 100% de viabilidad al ser retadmen

un medio con el 10% de leche descremada (Cost&,y2000). Por otro lado, existen



numerosos estudios que analizan la posibilidadesardollar formulados liofilizados,
como los realizados por Abadias y col., (2001)enes observaron una alta viabilidad
de las células d€andida sakeen un formulado liofilizado, pero su eficacia como
biocontrolador fue menor y la viabilidad disminugiéspués de 2 meses; o estudios
sobre los conidios del hongo de biocontpicoccum nigrumlos que mantuvieron el
100% de viabilidad luego de la liofilizacion utdimdo leche descremada como aditivo
de proteccion (Larena y col., 2003).

Como hemos visto en el Capitulo |, la supervivem@ados ACB bajo las condiciones
de campo se pueden mejorar mediante el uso deeggas fisioldgicas (Cafiamas y
col., 2008). Los ACBB. amyloliquefaciensy M. oleovoransdemostraron ser mas
tolerantes al estrés osmatico idnico y no idnice qu estrés matrico (Sartori y col.,
2010), y ademas ambos ACB acumularon glicina-batgirectoina en respuesta a
condiciones de alta osmolaridad, lo cual podriaeimentar el potencial de control
biolégico deF. verticillioides (Sartori y col., 2012a) ademas, tal como lo demost
Louis y col. (1994) es necesario destacar que disbtutos compatibles estabilizan las
células durante el proceso de secado, por aidilizido.

B. amyloliquefacienslemostré mejor tolerancia a la baja ya mejor supervivencia al
estrés por calor, cuando se cultivdo en mediosd@mimodificados con glicerol (Sartori
y col., 2010). En este estudio, lg de los medios de cultivo se modificé con CINa y
glicerol, con el objetivo de obtener células osoastiente adaptadas y una mayor
viabilidad luego del secado por liofilizado, perostamente, en el proceso de
liofilizacién no se obtuvieron buenos resultadosrerdios en los que lgyase modificd
con glicerol, debido al alto punto de evaporaciéaltg higroscopicidad del mismo, y
por lo tanto el producto obtenido resultdé ser misgcaso. Por ello se eligié al soluto
osmoético CINa para modificar lgyale los medios de cultivo.

El formulado obtenido dB. amyloliquefaciensnostré la mayor viabilidad después del
proceso de liofilizacion en el medio MSB a lg @,98; mientras quél. oleovorans
mostro buena viabilidad en el medio de MSB en tddasay ensayadas; con lo cual
podemos concluir que el medio de cultivo a basmeé@za y polvo de soja, permitio la
mayor produccion de biomasa Beamyloliqguefacieng M. oleovoransy mantener alta
viabilidad y buen rendimiento luego del procesdiafdizacion. Estos resultados tienen
importantes implicaciones a fin de optimizar elgaso de formulacion de los ACB de
F. verticillioides y obtener productos eficaces y efectivos bajalisntas condiciones

de estrés ambiental.



Capitulo 11l

Incorporacion Del Biofungicida A La Semilla. Estudi De Invernadero.

1. Introduccion

La produccion de un buen formulado es un puntosdecrique permite mejorar la
eficacia y extender la vida util del producto, ié@ndo el almacenamiento durante
mayor tiempo para la comercializacion (Janisiewickeffers, 1997). La aplicacion de
dicho formulado sobre las semillas o pelleteadmydooe al proceso denominado
bacterizacion, el cual es el modo mas confiableagicar un ACB en estrecha
proximidad con la semilla y la plantula emergent®nimedahl y Widels, 1981,
Paulitz, 1992). Ha sido ampliamente investigad&daterizacion de las semillas con
bacterias enddfitas y su papel en la induccion aeamismos de defensa contra
patdgenos (Bardin y Huang, 2003; Sapak, 2008; &uidr Meon, 2009), en dicho
proceso se recubren las semillas con suspensidfidasso liquidas, con el inéculo
disuelto o suspendido en solidos, se forma una gapaecubre la semilla, la cual no
debe inhibir la germinacion ni el establecimien® ld plantula en el suelo (Scott,
1989).

El proceso de bacterizacion, implica el uso de siglhe o stickers, los cuales permiten
adherir el formulado a la superficie de la semiRaalizar el proceso de bacterizacion
de la semilla sin la incorporacion de un adhegin,ejemplo con agua, puede conducir
a la formacion de capas fragiles, que se agrietarilnfente provocando el
desprendimiento del polvo y, consecuentementegrdigia de indculo (Scott, 1989).

En cuanto a los adhesivos, es importante teneuenta la capacidad de adhesion del
formulado a la semilla, y los efectos que pudieransar en la misma y en el suelo,
descartando adhesivos propensos a causar una agbdinede semillas, lo cual es
indeseable en el proceso de bacterizacién y/o s&nfls importante tener en cuenta
que el grado de atraccion o repulsion de humedadnuanifieste la cubierta de una
semilla pelleteada, afecta de manera significdéivgerminacion de la misma (Miller y
Bensin, 1974; Scott, 1989). Un adhesivo 6ptimo @sehque tiene la capacidad de
mantener afinidad tanto con la semilla como confoemulado. Los adhesivos
normalmente utilizados, son compuestos organicosin@ganicos, como la
metilcelulosa, gelatina, dextran, goma arabigajnatg de sodio, derivados del

polietileno y caseina (Scott, 1989; Taylor y HarmE®90). Muchos autores destacan la



metilcelulosa, la goma ardbiga o la mezcla de ambaso los mejores adhesivos
(Musson y col., 1995; Bardin y Huang, 2003). Epractica, la metilcelulosa es uno de
los adhesivos mas utilizado, debido a la faciliddd manejo y aplicacion,
disponibilidad, gran capacidad de adhesion, bajstocy bajo volumen (3% w/v)
comparado con la goma arabiga (mayor al 45% wkQt(S1989).

Un buen adhesivo es esencial para que un formuladbiocontrol se adhiera a la
semilla, incrementando su actividad y favorecieetia@ontrol del patégeno. Incluso
algunos aditivos que se aplican como adhesivosyiémpueden aportar propiedades
antifingicas, como lo han demostrado El-Ghaoutbly(2000, 2001) al desarrollar un
producto de biocontrol denominado “recubrimientoalstivo”, el cual consiste en una
combinacion Unica de un microorganismo antagon{§tandida saitoanp con el
adhesivo glicol-quitosan, un quitosano modificaddngicamente. La bacterizacion de
la semilla con el recubrimiento bioactivo permiipletar las propiedades antifungicas
del glicolsan mas la actividad bioldgica antifuregiel antagonista. En otros estudios
realizados por Siddiqui y Meon (2009) se demostr® lg bacterizacion de las semillas
de pimiento con el endofito antagoni®laeudomona aeruginosael acido alginico
como adhesivo, es un método de aplicacion del AG8 favorece la colonizacion y
proliferacion del mismo, reduciendo la podredumdmepre y post emergencia causada
por Sclerotioum rolfsii sin afectar la germinacion de las semillas restiblecimiento
de las plantulas. También se han desarrolladorsstele bacterizacion efectivos como
el denominado “Pelgel-Pelinoc”, propiedad de la paftia Nitragin, en el cual se
realiza la bacterizacién de las semillas utilizandcadhesivo nutritivo a base de goma
arabiga, llamado pelgel, y el indculo seco en tyBiag/kg semilla) llamado pelinoc.
Este sistema proporciona una alta densidad deiogamn la semilla y en el suelo,
incluso los mantiene viables en suelos bajo coodés desfavorables (Jones y col.,
1978).

Para lograr el éxito del formulado biofungicida,rexesario desarrollar un sistema de
bacterizacion eficiente, que se adapte a las pesctionvencionales de siembra y logre
mantener la viabilidad y eficacia de los ACB adogb del crecimiento del cultivo de
maiz, por ello es de suma importancia que los miganismos antagonistas sean
tolerantes y capaces de adaptarse a las condiaibmegicas del campo, como también
que sean compatibles con los diferentes aditivas sgiincorporen en el proceso de

formulacién y/o bacterizacion.



2. Objetivo
Buscar una alternativa para la incorporacion dgfupigicida a la semilla.

2.1 Objetivos especificos

2.1.1 Determinar la eficiencia de cuatro adheser$a bacterizacion de las semillas de
maiz con formulados soélidos y liquidos, determimatal viabilidad de los ACB en
semillas pelleteadas.

2.1.2. Determinar el efecto de los adhesivos egelaninacion de las semillas y el

crecimiento de las plantulas.

3. Metodologia

3.1.Bacterizacion de las semillas

La produccién de los formulados se realiz6 de aluarlas condiciones seleccionadas
previamente, el medio de cultivo MSB [melaza (209 + polvo de soja (10 g1
con gy modificada con CINa, liofilizados y liquidos (Saity col., 2012b). Para adherir
el formulado de ambos ACB a la semilla, se probatairo adhesivos:

-Carboxi metil celulosa (CMC) de calidad industabll % (“Ranquel”).

-Melaza (ME) de calidad alimentaria al 10% (“Mediglo”).

-Aceite de parafina (AP) de calidad industrial @ 2Ranquel”).

-Goma arabiga (GA) de calidad industrial al 5% (iRael”).

3.1.1 Bacterizacién con formulado liofilizado

Para todos los ensaysvitro, se utilizé la simiente Dekalb 747 MGRR2 (AnexoSg
colocaron las semillas en bolsas plasticas, sepood la solucion de cada adhesivo
(1ml/100 semillas) y el peso correspondiente aaameentracion de 1 x 1WFC/g de
polvo liofilizado. Las bolsas se agitaron durantentutos y para el secado de las
semillas, se colocaron sobre un film a temperaorhiente durante toda la noche. A las
24 h se determind la viabilidad de los ACB, se caton 5 semillas pelleteadas de cada
tratamiento en 5 ml de agua estéril, se agitd etexpse realizaron diluciones seriadas
y se sembraron 0,1 ml de las diluciones en plaeaBatri con agar nutritivo (Bardin y
Huang, 2003).



3.1.2 Bacterizacién con formulado liquido de c&dtascas

Se colocaron las semillas en bolsas plasticasns@pord la solucion de adhesivo
(Iml/100 semillas) + 10 ml de inéculo de célulasséas del ACB, a los que
previamente se les determiné las UFC/ml. Las basaagitaron durante 5 minutos, las
semillas se secaron a temperatura ambiente sobiibruy luego se determinaron las

UFC/ semilla igual a lo descripto con el formuldiddilizado.

3.1.3. Viabilidad de los ACB en semillas pelleteada

Se determind la viabilidad de ambos ACB en semil@leteadas con indculo

liofilizado y con células frescas, durante tres @eas consecutivas. Las semillas de
cada tratamiento, se mantuvieron en bolsas pl&stcaemperatura ambiente. Se
colocaron 5 semillas pelleteadas de cada tratame&mb ml de agua estéril, se agito en
vortex, se realizaron diluciones seriadas y se s&®i ml en placas de Petri con agar
nutritivo (Bardin y Huang, 2003). Las placas sailvaron a 30°C durante 24 h, luego se

determinaron las UFC/semilla.
3.2.Efecto de los formulados y adhesivos en la semilla
Se determiné el efecto de los tratamientos y adbgssobre la germinacion de las

semillas de maiz en macetas con suelo.

3.2.1. Germinacién en macetas

Se sembraron 10 semillas pelleteadas, con formdlafiizado y con formulado de

células frescas, por maceta, conteniendo tierraedam_a bacterizacion de las semillas
se realizo 24 h previas a la siembra. Las macetasastuvieron en invernadero y se
regaron con agua. A los siete dias se retiraronplastulas de cada maceta y se
determinaron los siguientes parametros agronémécpsada una: largo de la raiz
principal, largo de la parte aérea (cm), peso tptadso de la raiz (g). Se determino el
indice de estrés S/R: peso parte aérea (g) / pEema radical (g), como indicador de
estrés en la planta, considerando que cuanto nesrlarrelacion S/R, mayor es el estrés

sufrido por la planta (Kozdr6j y col., 2004).

3.2.2. Germinacion en macetas ¢orverticillioides

A partir de un cultivo de 7 dias de incubacién Emedio de esporulacion Capellini-

Peterson (Capellini y Peterson, 1965) se obtuvo suspension de esporas He



verticillioides, con una concentracién de 2,1 X #8poras mf, 100yl de tal suspensién
se adicionaron a semillas previamente bacterizeala®l formulado liofilizado y con el
formulado liquido

Se sembraron 10 semillas por maceta con tierra t&nmor cada tratamiento. Las
macetas se mantuvieron en invernadero y se regamoragua. A los siete dias se
retiraron las plantulas de cada maceta y se detaron los parametros agrondmicos

como se describié en el punto 3.2.1.

3.2.3. Andlisis estadistico

Se compararon los parametros de crecimiento yd@édrS/R mediante el analisis de la
varianza. Para establecer diferencias significatdelos parametros de crecimiento, las
medias se separaron por el test de rangos multigl&uncan (P < 0,05). Mientras que
para establecer diferencias significativas en dicen de estrés S/R, las medias se
separaron por el test DGC (alfa=0,05).

4. Resultados

4.1 Efecto de los adhesivos en la supervivencia deAlG8 en las semillas

Las semillas de maiz inoculadas con ambos formaldadilizados y liquidos, tratadas
por separado con los cuatro adhesivos y almacenddesnte tres semanas a
temperatura ambiente, mostraron diferencias endhildad de los ACB. Como se
observa en la tabla Ill.1, el analisis estadistiecsemillas pelleteadas con formulados
liofilizados, demostrd que el aceite de parafirgisted la mayor media de ambos ACB,
diferenciandose significativamente del resto dealdisesivos (test DGC, alfa=0,05). En
cuanto a la actividad acuosa, el menor valor emgay®,96) mostré la mayor
sobrevivencia en las semillas pelleteadas con arAli®s la menor media se observo
con gy 0,99. Es importante destacar que el tiempo tuvefaoto marcado con ambas
cepas, a tiempo cero se observaron las mayoreasyeidicreciendo significativamente
con el paso de los dias.

Tabla Ill.1. Sobrevivencia luego de diferentes periodos de @dmamiento de semillas de maiz

pelleteadas con formulados liofilizados a difersrgy usando diferentes adhesivos.
B. amyloliquefaciens

Adhesivo Medias €E
AP 4,45+ 0,12 A
Metil 4,31+0,12 B
GA 4,30+0,12 B

ME 4,29+0,12 B




aw Medias +EE

0,96 459 40,12 A
0,98 453+0,12 A
0,97 452 40,12 A
0,99 3,7040,12 B
Tiempo Medias EE
0 494 40,21 A
7 437+0,21 B
14 4,06 40,21 B
21 3,97 40,21 B
M. oleovorans
Adhesivo Medias €E
AP 2,34 +0,22 A
Metil 2,33+0,22 A
GA 1,80+0,22 B
ME 1,26 40,22 B
aw Medias +EE
0,96 3,3840,22 A
0,97 2,8140,22 A
0,98 1,0040,22 B
B,99 0,544,222 B
Tiempo Medias
0 2,87 +0,22 A
7 2,08+0,22 B
14 1,734,222 B
21 1,056+0,22 C

EE: error estandar. Datos con la misma letra pdieredtes tratamientos no significa diferencias
significativas de acuerdo al test DGC (alfa=0,05).

Las semillas pelleteadas con formulado liofilizadastraron mayor supervivencia Be
amyloliquefaciensen comparacion coM. oleovorans.Los mayores recuentos @e
amyloliquefacieny M. oleovorans se obtuvieron con el formulado liofilizado a la a
0,97 y 0,96y AP al 2% como adhesivo (fig. lll.1.). ElI AP fuklmico adhesivo, de los
utilizados, que permiti6 mantener la viabilidadloe ACB luego de tres semanas. Con
los formulados liofilizados se observé mayor solw@wia deB. amyloliquefaciens
luego de 24 h, 7, 14 y 21 dias de almacenamienitw;ipalmente en los tratamientos
con baja @. Los formulados liofilizados d®l. oleovoransa las cuatrog mostraron
mayor viabilidad a las 24 h de la bacterizacionentras que a los 21 dias solo se

mantuvieron viables aquellas células crecidas ajd597 y 0,96.
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Fig. lll.1. Supervivencia de los ACB. amyloliqguefacieny M. oleovoransen semillas pelleteadas con
formulado liofilizado a diferentes,a(0,99 JJj ; 0,98 ; 0.97 vy 0,96 []) y adhesivo aceite de
parafina al 2%, después del almacenamiento (24 hy13 semanas) a temperatura ambiente. El analisi
estadistico se realizé entre diferentgs aigual tiempo de almacenamiento y entre losndast tiempos

de almacenamiento para todas kgs@atos con la misma letra minUscula para difeseg{e&n un mismo
tiempo, no significa diferencias significativas;dgtos con la misma letra mayuscula para diferentes
tiempos, no indica diferencias significativas deeado al test de Duncap € 0,05).

B. amyloliquefaciensnostré6 mayor viabilidad durante los cuatro tiemgesmuestreo,
cuando el formulado se obtuvo a las menoye$0e98; 0,97 y 0,96). Mientras que los
formulados liofilizados dé&l. oleovoransa las cuatro@ mostraron mayor viabilidad a
las 24 h de bacterizacion. A los 7, 14 y 21 diasaldeacenamiento se encontraron
viables en las semillas los formulados obtenidias @&, 0,97 y 0,96.

La supervivencia de los ACB. amyloliquefaciengs M. oleovoransen medios de
cultivo acondicionados a lasyd,97 y 0,96 en formulados liquidos, en relacion al
tiempo de almacenamiento de semillas pelleteadasaceite de parafina al 2%, se

muestra en la fig. I11.2.
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Fig. lll.2. Supervivencia de los ACB. amonI|quefaC|e M. oIeovoransen semillas pelleteadas con
formulado liquido a diferenteg,d0, ool ; 0,08 O, o, 97& ) y adhesivo aceite de parafina
al 2%, después del almacenamiento (24 h, 1, 2 yerﬁasas) a temperatura ambiente. El analisis
estadistico se realizé entre las diferentgs aigual tiempo de almacenamiento y entre losndost
tiempos de almacenamiento para todas JaDatos con la misma letra mindscula para difesegteen

un mismo tiempo, indica diferencias no significay y datos con la misma letra mayuscula para
diferentes tiempos, no indica diferencias de aaualtdest de Duncamp  0,05).

En general, se observé mejor supervivenciaMleoleovoransdurante 21 dias de
almacenamiento en comparaciéon c8n amyloliquefaciens La viabilidad de B.
amyloliquefaciensno fue superior a 3 log UFC/g de semilla. Mientgae paraM.
oleovoransfue de aproximadamente 6 log UFC/g de semilla dudg 24 h de
almacenamiento. No se observaron diferencias sigtiifas en el recuento de UFC de
M. oleovoransentre las @ 0,98 y 0,97 a las 24 h, el mismo efecto se obspavaB.
amyloliquefaciens

Por lo tanto, en la bacterizacién y almacenamideteemillas pelleteadas, para el ACB
B. amyloliquefacien®l formulado liofilizado y AP al 2% como adhesifte el mas



eficaz, mientras que paM. oleovoransfue mas eficaz el formulado liquido con el
mismo adhesivo. La fig. 1ll.3 muestra semillas @elhdas con los ACB previo a la

siembra.

Fig. I11.3. Semillas bacterizadas con formulados liofilizadedas ACBB. amyloliquefacienéBa) y M.
oleovorangMo), y aceite de parafina como adhesivo.

4.2 Efecto de los tratamientos sobre la germinacionl geecimiento de las plantulas

En base al indice de estrés S/R se observaroremiiies en el crecimiento de las
plantulas provenientes de semillas bacterizadadaromulados liquidos y liofilizados.
El analisis estadistico de los efectos de los A&, adhesivos y sus interacciones
sobre el indice S/R mostro diferencias signifiaivsiendo los ACB quienes causaron
el mayor efecto (F= 90,44;< 0,0001).

La tabla Ill.2 expone el efecto de los diferentmsniulados liofilizados y los adhesivos
sobre el crecimiento de las plantulas. Las plastde&amaiz provenientes de semillas sin
tratar (sin ACB y sin adhesivos) mostraron el mayatice S/R (0,566), y mostraron
diferencias estadisticamente significativas, cospeeto al indice obtenido de las
plantulas desarrolladas a partir de semillas test@hn cada adhesivo y sin los ACB. El
mayor estrés se observo en el tratamiento con xianktlcelulosa y el menor con
aceite de parafina. También se observan difereatiesmparar el tratamiento de maiz
(sin ACB y sin adhesivos) con las semillas bactei@s con los indculos de los ACB
obtenidos en medios de cultivo a las distintasy@l@des agua y sin el agregado de los
adhesivos. Es decir que la inoculacion con los ACBs también provocaron un estreés,
aunque leve, en el crecimiento de las plantulas.ttatamientos con los in6culos Be
amyloliquefaciengproducidos a las\a 0,97 y 0,96 y adheridos con AP mostraron

diferencias significativas con el tratamiento detbazacion sin adhesivos, a las mismas



aw. Mientras que no se observo estrés cuando essmsawiinoculos fueron adheridos

con melaza.

Tabla I11.2. Efecto de los diferentes tratamientos con fornasdibfilizados sobre el indice S/R.

Tratamientos

Maiz + . . . .
. . Maiz + Maiz+ Maiz+ Maiz +
Maiz — ACBsin = "oy ap GA ME
adhesivo
0.566 - 0.374* 0.440* 0.407* 0.419*
Maiz + Maiz + ACB Maiz + ACB Maiz + ACB Maiz + ACB
B. amyloliquefaciens ACB sin + CMC + AP + GA + ME
& adhesivo®
A B
C BA BA
0.99 0.448ba  0.467 ba 0.410b 0.486 a 0.441 ba
0.98 0.462 a 0.405 a 0.419 a 0.446 a 0.414 a
0.97 0.468 a 0.412 ba 0.244 c 0.370 b 0.485 a
0.96 0.415 a 0.349 ba 0.240 b 0.353 a 0.426 a

M. oleovorans Maiz + Maiz + ACB Maiz + ACB Maiz + ACB Maiz + ACB

aw ACB sin + CMC + AP + GA + ME
adhesivo®
A BAC

0.99 BA C BC

0.488 a 0.525 a 0.508 a 0.346 b 0.517 a
0.98 0.453 a 0.357Db 0.435 ba 0.454 a 0.416 ba
0.97 0.490 a 0.411 a 0.427 a 0.448 a 0.403 a
0.96 0.470 a 0.483 a 0.489 a 0.448 ba 0.404 b

Cada valor representa la media de 10 semillasrat@niiento con tres replicas.

CMC (carboximetilcelulosa), AP (aceite de parafir@)\ (goma arabiga), ME (melaza).

 Semillas bacterizadas con los agentes de coritidigico (ACB) suspendidos en agua y sin adhesivo.

* Diferencias significativas entre el tratamien®maiz y maiz con adhesivos.

Diferentes letras mayusculas indican diferencidseéry el maiz tratado con adhesivos. Diferentes letras
mindsculas indican diferencias significativas peada tratamiento a diferentgg. @e acuerdo al test de
Duncan (p< 0,001).

Cuando se evaluo la bacterizacion de los in6cudd.dleovorangproducidos a lasya
0,97 y 0,96 y adheridos con aceite de parafinaenobservé diferencia significativa al
compararlos con los tratamientos de los mismosuindgero sin adhesivos. En general
se observé un menor estrés en todos los tratamsienttos que se udd. oleovorans

La tabla I1l.3 expone el efecto de la bacterizaaon el formulado liquido a diferentes
ay Y los cuatro adhesivos, sobre el indice S/R. $bkdhesivo AP mostré diferencias

significativas en comparacion con las semillas dérsin tratar.



Tabla I11.3. Efecto de los diferentes tratamientos con formsdéuidos sobre el indice S/R

Tratamientos

Maiz + . . . .
. . Maiz + Maiz+ Maiz + Maiz +
Maiz — ACBsin "oy ap GA ME
adhesivo
0.439 - 0.422 0.244~* 0.447 0.430
_ _ Maiz + Maiz + ACB Maiz + ACB Maiz + ACB Maiz + ACB
B. amyloliquefaciens ACB sin + CMC + AP + GA + ME
aw adhesivo®
A C
0.99 D B C
0.474 a 0.373 Db 0.285 ¢ 0.382 b 0.355 b
0.98 0.470 a 0.438 a 0.381b 0.485 a 0.355 Db
0.97 0.436 a 0.352 ¢ 0.361 bc 0.410 bac 0.440 a
0.96 0.421 a 0.328 bc 0.272 c 0.360 b 0.370 ba

M. oleovorans Maiz + Maiz + ACB Maiz + ACB Maiz + ACB Maiz + ACB

aw ACB sin + CMC + AP + GA + ME
adhesivo®
A C

0.99 CB B B

0.488 a 0.353 b 0.389 b 0.412 b 0.413b
0.98 0.490 a 0.374 b 0.380 b 0.432 ba 0.381b
0.97 0.466 a 0.325¢c 0.413 ba 0.381 bc 0.471 a
0.96 0.483 a 0.351 cb 0.345c 0.414 b 0.385 cb

Cada valor representa la media de 10 semillasrat@ntiento con tres replicas.

CMC (carboximetilcelulosa), AP (aceite de parafji@) (goma arabiga), ME (melaza).

& Semillas bacterizadas con los agentes de corntidigico (ACB) suspendidos en agua y sin adhesivo.

* Diferencias significativas entre el tratamien®maiz y maiz con adhesivos.

Diferentes letras mayusculas indican diferencidseéry el maiz tratado con adhesivos. Diferentes letras
minusculas indican diferencias significativas peaida tratamiento a diferenteg. @e acuerdo al test de
Duncan (p< 0,001).

Al comparar el indice de estrés S/R que causafotosulados liquidos de ambos ACB
con los diferentes adhesivos y el tratamiento ocbndle las semillas de maiz, se
observan diferencias significativas. PRtaoleovorandas diferencias son significativas
para todas las células independiente de Jaseadestaca que a lg ®,97n0 existen
diferencias entre las semillas bacterizadas siresadd y las bacterizadas con los
adhesivos AP y ME, mientras que pdBa amyloliuefaciendas diferencias son
menores a medida que lgy alel medio de desarrollo decrece con los diferentes
adhesivos, como con AP o CMC. El menor indice sed con el formulado dg.
amyloliquefaciens la @ 0,96 adherido con AP y pak& oleovoranscon el formulado

ala gy 0,97 y el adhesivo CMC.



5. Discusion

Se demostr6 a nivel de invernadero la posibilidad uso de adhesivos en la
bacterizacion de las semillas y su impacto sobregdaminacion y parametros
agrondémicos de la plantula de maiz. La bacterimad&las semillas es un modo eficaz
de aplicar ACB, favoreciendo la colonizacién y geshcion de endofitos antagonistas
y es ademas, una alternativa saludable con el nmediziente, en contraste con la
aplicacion de productos quimicos (Siddiqui y Me&in9).

La mayor viabilidad déB. amyloliquefacieny M. oleovoransse obtuvo en semillas
pelleteadas con el formulado liofilizado a las®97 y 0,96y AP al 2% como adhesivo.
Cabe destacar que el numero de células de los ACIBsesemillas recubiertas no se
incrementod, siendo el recuento a las 24 h, tantofeomulado liofilizado como con
formulado liquido, menor que el inicial (16élulas/ml). Por otro lado, el nimero de
células viables de ambos ACB disminuy6 en el peridel almacenamiento de 21 dias,
siendo de 5 log UFC/g de semilla pdda amyloliquefacienyy de 4 log UFC/g de
semilla para M. oleovorans Dichos valores coinciden con estudios realizados
anteriormente por Pereira y col. (2009), en lodesuge determiné el tamafio de las
poblaciones de ambos ACB en el momento de la seencbn valores de 5 log UFC/g
de semilla. Otros estudios sobre inoculantes bHaotes eficaces han determinado que
en el suelo la densidad de la poblacién bactesan@duce a 3 0 4 |dgFC/g de suelo

y se mantiene en ese nivel (Dejonghe y col., 2004 supervivencia de inoculantes en
suelo ha sido descripta por Vandeptte y col. (199%cher y col. (1994), quienes
definen como colonizadores de las raices del mairlias bacterias que alcanzan
valores de 3,7 log UFC/g de raiz 0 mas. Por ellong®rtante destacar que el éxito de
un formulado bacteriano que se introduce en elosyehto a la semilla, esta
directamente relacionado con la supervivencia deefza antagonista en la rizésfera
(Kozdrgj y col., 2004). Dicha supervivencia, a ®z esta directamente relacionada con
la adaptacion fisioldgica de las células a condiesodesfavorables durante el proceso
de formulacion, la cual mejora la tolerancia alrésstacuoso y térmico del medio
ambiente de la rizésfera (Deacon, 1991; Teixidoly, 8998; Abadias y col., 2001).

Se concluyé que ninguno de los adhesivos probatirtbala germinacion de las
semillas de maiz. En el ensayo realizado, el 108% sl semillas de maiz de todos los
tratamientos germinaron, coincidiendo con estudigs han evidenciado que adhesivos
como PVA 10% (polivinil alcohol), CAR 0.5% (carragea), MC 1% (metilcelulosa) y



ALG 1% (acido alginico) no son toxicos, ni afectangerminaciéon de semillas de
remolacha (Bardin y Huang, 2003).

Nuestros resultados mostraron que las semillastpatlas con formulado liofilizado de
B. amyloliquefaciensy AP como adhesivo, tuvieron mayor viabilidad dheatres
semanas, a diferencia e oleovorangjue mostré mayor viabilidad en tres semanas en
semillas pelleteadas con formulado liquido. Esessilltados podrian explicarse por la
capacidad del géneBacillus de esporular. En general, se obtuvo alta vialllidego

de tres semanas de almacenamiento, en semillaseaelds con formulados liofilizados
con las @ 0,97 y 0,96; quizas esto podria deberse a la aciaptfisiolégica que ambas
bacterias sufrieron en su etapa de produccion tidaséanterior a la formulacion
(Sartori y col., 2010).

En investigaciones previas, Pereira y col. (20@gmninaron que las plantas de maiz
obtenidas a partir de semillas inoculadas Eowerticillioides (10" esporas/ml) y con
los ACB B. amyloliquefacieny M. oleovorans crecieron sin signos ni sintomas de
enfermedad a los 20 dias de cultivo bajo condicgateeinvernadero. En este estudio se
observé el mismo comportamiento en plantulas d&ad de todos los tratamientos, no
sin detectarse ninguna alteracion sobre los parémde crecimiento, ni ningan signo
de enfermedad, con lo cual se confirma, que los A€&8luados no ejercieron ningun
efecto sobre el normal crecimiento de las plantul@entrariamente otros ACB
utilizados en semillas de maiz, confseudomonas produjeron una reduccion
significativa del crecimiento de las plantulas (Hag y col., 2004).

Los ACB y los adhesivos utilizados en el procesbaleterizacion de las semillas, son
factores que pueden generar estrés en la plantsarmdo una reduccion de la relacion
tallo y raiz (S/R). A partir de ello el indice S¢R utiliza como un indicador de estrés en
la plantula, considerando que cuanto menor es léxioe@ S/R, mayor es el estrés
(Kozdrgj y col., 2004). En este ensayo realizadsiin en macetas, el estrés para las
plantulas de maiz estuvo representado principaknemt los adhesivos, que produjeron
el mayor efecto, y por layadel medio de produccion de los formulados. En ggneo

se observaron variaciones en el indice S/R en esgpua la adicion de AP como
adhesivo.

Los resultados obtenidos demuestran que la bamtésiz de las semillas con
formulados liofilizados de ambos ACB a la 8,97 y el adhesivo AP al 2%, es un

proceso que facilita la aplicacién a nivel de capgamlo que el adhesivo seleccionado



posee una viscosidad adecuada, que permite ohterplleteado uniforme y mantener
la viabilidad de los ACB durante el almacenamiatgdas semillas previo a la siembra.



Capitulo IV

Ensayo A Campo Con Semillas Bacterizadas

Con Formulado Liofilizado Y Agua Como Adhesivo

1. Introduccion

La inoculacion de semillas, plantulas o suelos QB bacterianos puede conducir a
alteraciones drasticas en la estructura y activakath comunidad nativa. El estudio de
tales parametros es necesario para garantizarlinacdn segura de los agentes en un
determinado ambiente (Kozdréj y col., 2004). Poo ¢ado la aplicaciéon exitosa de los
ACB requiere del estudio de los distintos sisteplaata-patégeno-biocontrolador, este
conocimiento permitira dilucidar como, cuanto, any donde sera conveniente
aplicarlos.

La rizésfera provee un complejo y dinamico microsnte, donde bacterias y hongos,
en asociacion con las raices, forman comunidadessjnque afectan su fertilidad e
intervienen en los ciclos de la materia, como emmiaeralizacion de la materia
organica, transformandola en nutrientes asimilales plantas y compuestos de
importancia geoldgica (carbon, petréleo, azufrégctando tanto la salud y nutricion
vegetal, como también la estructura y fertilidadagesuelos (Kirk y col., 2004). Suelos
con alto contenido de materia organica se caraetepor ser supresivos al desarrollo y
a la actividad de diversos patogenos y nematodage{By Dunn, 1990), lo cual se
fundamenta en la existencia de un amplio espeetmidroorganismos, que de acuerdo
al efecto que presenten sobre los vegetales sguede clasificar como neutros,
benéficos, deletéreos o patégenos (Kemmety, 19@@) forman parte de un complejo
sistema de interacciones que conforman la rizGstdwade la competencia por las
fuentes alimenticias y nichos entre predador -gm@gidan a limitar la poblacion de
microorganismos con potencial de plaga (Baker yliaul996). Por lo tanto es
relevante analizar el impacto de la aplicacion demfilados de ACB sobre las
poblaciones nativas presentes en la rizosfera.

A pesar de la complejidad del ambiente circundamea rizosfera de las plantas,
existen numerosas estrategias de control biolégitiagidas a reducir patdgenos
resistentes y nematodos parasitos (Alabouvettel.y X@85; Kerry, 1990; Kloepper y
col., 1992; Sikora, 1992; Cook, 1993; Nelson y,cb®94), con mecanismos de accion



de los antagonistas como por ejemplo antibiosisnpetencia por espacio o0 por
nutrientes, interacciones directas con el patéggrarasitismo, lisis enzimatica,
predacion), e induccion de resistencia del vegatala accion del patégeno, y
mecanismos de accién indirecta, como la competgueiéa fuente de nutrientes, (Cook
y Baker, 1983). Todos estos mecanismos estan ainectte asociados a la ocupacién
del nicho en la rizésfera por los ACB (Lindermahf91), existiendo ademas una fuerte
influencia de factores bidticos y abidticos que rpand dificultar la introduccion y el
efectivo establecimiento y control a largo plazali¢Wi y Sikora, 1998). Es por ello
fundamental la manipulaciéon de los agentes de hiomlp con la finalidad de
incrementar la sanidad de la raiz frente a unarmef@ad particular, y mantener la
actividad durante la produccion del cultivo.

En diversos estudios se ha determinado que un fadoudeshidratado es una de las
mejores opciones para almacenar y transportar prosicon agentes microbianos como
compuestos activos (Rhodes, 1993). Por otro ladbatterizacidon de las semillas se ha
desarrollado como un proceso sencillo, capaz e@griatse facilmente a los procesos de
siembra con la maquinaria convencional utilizadaitbalmente en el campo. También
es un proceso que permite incorporar diferentesvadial momento de la siembra, ya
sea con la finalidad de mejorar la estabilidadadecElulas bacterianas o su adherencia a
las semillas (Muller y Berg, 2008). Por ello, cresngue la aplicacion a las semillas de
maiz del formulado desarrollado, previo a la sieanbs un proceso compatible con las
técnicas agrondmicas utilizadas, permitiendo unajoamormal de la semilla y un

normal proceso de siembra en general.

2. Objetivo

Probar a campo la efectividad del formulado elatiwra

2.1 Objetivos especificos

2.1.1 Evaluar la influencia de los diferentes tra&ntos sobre los niveles poblacionales
deFusariumen la endorrizésfera de plantulas de maiz de @&)d# desarrollo.

2.1.2 Evaluar el impacto de los diferentes tratato®e bacterianos sobre distintos
parametros agrondémicos del cultivo de maiz en mrieaito vegetativo y en madurez

fisiologica.



2.1.3. Determinar los efectos de los formuladospkmtas en madurez fisioldgica,
analizando el contenido de fumonisina B los niveles poblacionales dE.
verticillioidesen granos de maiz a cosecha.

2.1.4. Evaluar el impacto de la aplicacion de éifées formulados bacterianos sobre la

actividad amonificante, nitrificante y celulolitioan el suelo no rizosférico.

3. Metodologia

3.1.Bacterizacion de las semillas

El in6culo de los agentes de biocontrol se prodijoel medio MSB conya 0,97
modificada con CINa (Dallyl y Fox, 1980). Postenante se liofiliz6 y se adhiri6 a las
semillas (Dekalb 747 MGRR2 Anexo |). La bacteripacse realiz6 previo a la siembra
agregando agua al 1% y formulado en una conceotrats 18 UFC/g de semillas. Las
semillas se mezclaron por 5 minutos con el cormedipote tratamiento y se secaron

durante toda la noche a temperatura ambiente.

3.2.Ind6culo fungico

En los tratamientos coR. verticillioides la inoculacion se realiz6 en el laboratorio
previo a la siembra, adicionando 2 ml / 400 semiille un cultivo de la cep&.
verticillioides M7075 en el medio de esporulacion Capellini — RBete (Capellini y

Peterson, 1965), con una concentracion de 1’ edoras n.

3.3.Area experimental, tratamientos y siembra

El ensayo se llevd a cabo en un campo experimeetdh Facultad de Agronomia y
Veterinaria de la Universidad Nacional de Rio Guadbicado en frente de la misma
(30°57°S latitud, 64°50°O longitud, 562 m altitué). mismo esta incluido en la regién
geomorfolégica definida como “llanuras bien drersada medanosas”, con suelo de
textura franco arenosa (pH 6,1 en agua 1:1 P/\%oldateria organica, 86 ppm de
nitratos) (Kraus y col., 1999). Cada tratamientgembro en tres bloques aleatorios por
triplicado, en parcelas de 7 x 3 m separadas palubas de 1,5 m. En cada parcela se
marcaron cuatro surcos a 0,5 m de distancia danderabraron 25 semillas, es decir un
total de 100 semillas por parcela. La siembra akzieel dia 4 de diciembre de 2009 y
luego de una semana se aplico el herbicida glidosattodo el ensayo, de acuerdo a las

practicas agricolas comunes usadas para los ceki®Roundup Resistente (RR).



Tabla IV.1. Disefio del ensayo a campo, campafia de siembra22d@o

Cabecera este T1

T6 T1 T4 T2 T3 T5
T4 T5 T1 T6 T2 T3
T1 T2 T3 T4 T5 T6

Cabecera oeste T1

Tratamientos:
1) Maiz control
2) Maiz +B. amyloliquefaciens
3) Maiz +B. amyloliquefaciens F. verticillioides
4) Maiz +M. oleovorans
5) Maiz + M. oleovorans+ F. verticillioides

6) Maiz +F. verticillioides

3.4.Registros pluviométricos y temperaturas

Los datos climaticos fueron registrados por la @8mADCON Telemetry, propiedad

de Aseagro y en Convenio de cooperacion con la UNRCEstacion ADCON se
encuentra ubicada en el Campus de la UNRC, cercaitite donde se realizd el
experimento, y cuenta con sensores de radiacidipeeatura de aire, humedad relativa,
velocidad y direccion del viento, y pluviometriae $egistraron las temperaturas
minimas y maximas diarias, lgs precipitaciones acumuladas mensualmente durante

todo el periodo de crecimiento y desarrollo deplastas de maiz en el campo.



3.5.Muestreo y procesamiento de muestras
3.5.1. Plantulas de 20 dias

Se removieron 10 plantulas al azar de cada tratdajise colocaron en bolsas plasticas

junto con el suelo adherido y se trasladaron arkbrio para su analisis. Las bolsas se
colocaron en un freezer a -20°C hasta su procesmb muestreo se realiz6 el dia 23
de diciembre de 2009.

3.5.1.1. Parametros agrondmicos

Se determiné en cada tratamiento el % de germinagién cada plantula los siguientes
parametros: longitud del tallo (mm), longitud der#z principal (mm) y nimero de
hojas. Con los datos obtenidos se determiné eténde estrés S/R el cual indica la

relacion peso (g) parte aérea/ peso (g) sisteneatd#&ozdroj y col., 2004).

3.5.1.2. Aislamiento e identificacion de especiesl dénero Fusarium de la

endorrizésfera

De cada tratamiento se tomaron al azar 3 raicespracedid a la desinfeccion de la
superficie radical. Las raices se lavaron durantaitutos en buffer fosfato salino
(BPS), se transfirieron a una solucion de etan@0é&b durante 1 minuto y luego a una
solucion de hipoclorito de sodio al 3% durante Butos con agitacion. Finalmente, se
colocaron en BPS y se maceraron en un morteralesti#feniendo asi la dilucion 1/10
de la muestra, a partir de la cual se realizarucidnes seriadas en BPS, hastZ.10
Una alicuota de 0,1 ml de las diluciones"100°y 10> se sembraron por duplicado en
el medio Nash-Snyder, para el aislamiento de espelgl géner&usarium Las placas
se incubaron a 25°C durante 7 dias, luego se ¢eglizcuento y se expresé comolpg
UFC/g de raiz.

Cada tipo de colonia obtenida en el medio seledti@sh-Snyder se repico y purifico en
agar hojas de clavel (AHC). Las placas se incubar@s°C durante 7 dias. Se realizé la
identificacion de los aislamientos Besariumhasta el nivel de especie para la seccion

Liseola de acuerdo a Nelson y col. (1983).

3.5.2. Plantas en madurez fisioldgica
3.5.2.1. Cosecha

Se realiz6 el dia 5 de mayo de 2010. Se recolectadas las mazorcas de todas las

plantas de cada tratamiento. Se determin6é el nurder@lantas y el peso de las



mazorcas. Posteriormente las mazorcas se desgnag@anona trilladora estatica (Forti
MA. Ind. Argentina) y se determiné el peso de loangs de cada tratamiento.
Finalmente los granos se molieron en un molinotedécindustrial (RAS Mill, Romer

Labs, USA) obteniendo muestras homogéneas de i@dmiento.

3.5.2.2. Parametros agrondmicos

El efecto de los diferentes tratamientos sobreplastas de maiz y el rendimiento a
cosecha fueron evaluados a través del andlisis(oeéro de plantas por hectarea (ha),
el rendimiento total de granos (kg/ha) y la relacgyano-marlo (porcentaje de peso
total de las mazorcas, representada por los gnates mazorcas). El rendimiento del

maiz fue ajustado a un contenido de humedad dédldesacuerdo a las regulaciones

para la comercializacién de maiz en nuestro pA&YP, 1994).

3.5.2.3. Incidencia de. verticillioidesen granos

Se pesaron 10 g de maiz molido de cada tratamisatoplocaron en 90 ml de BPS,
obteniendo una dilucion 1/10, a partir de la cuwalrealizaron diluciones seriadas al
décimo en BPS hasta 10Una alicuota de 0,1 ml de cada dilucién se senpord

duplicado en placas de Petri con medio Nash-Sny@er placas se incubaron a 25°C
durante 7 dias, luego las colonias se transfirierd®HC y se incubaron a 25°C con
ciclos alternativos de 12 h de luz blanca durantiag. Se realiz0 la identificacion de
cada aislado segun Nelson y col. (1983) y postegate se determind la incidencia de

F. verticillioidespara cada tratamiento.

3.5.2.4. Determinacion de fumonisina B

La concentracién de esta toxina se determiné pammatografia liquida (HPLC), de
acuerdo al método oficial AOAC N° 995.15, basadoSéephard y col. (1990) con
modificaciones de Doko y col. (1995). Fueron amaleas 2 sub-muestras de 15 g de
maiz molido de cada tratamiento. Las fumonisinagxeajeron con 50 ml de una
mezcla de acetonitrilo/agua 1:1 y se agité durdrtera en agitador orbital a 120 rpm.
Los extractos se filtraron a través de un papsdilile Whatman N° 4. Diez mililitros
del extracto se limpiaron a través de cartuchosdHgint (SAX 500 mg, cartuchos de
fuerte intercambio anionico, VARIAN), los cualesfan previamente acondicionados

por pasajes sucesivos de metanol (5 ml) y metapn@:a5 ml) 3:1 (v/v). Los



procedimientos de limpieza se desarrollaron a mesimosférica. Luego los cartuchos
se lavaron con 5 ml de metanol:agua 3:1 (v/v) glfirente con 5 ml de metanol. Las
fumonisinas fueron eluidas de los cartuchos cond&%cido acético en metanol (10
ml). Los eluyentes fueron evaporados a sequedathezvaporador rotatorio a 40°C.
Para el andlisis de HPLC los residuos fueron rettissi en 50Qul de acetonitrilo/agua
1:1 (v/v). Alicuotas de 5@l de esta solucién fueron adicionados a tubos afipély
mezclados con 20f de solucién derivatizante (o-phtaldialdehido 4§, metanol 1 ml,
2-mercaptoetanol 50l, 5 ml de tetraborato de sodio 0,1 M). La mez@&amotegio de
la luz cubriendo los tubos con papel aluminio ygluse agitdé manualmente por 30 s.
Estas muestras se mantuvieron en oscuridad pom3yrdespués de este tiempo se
inyectaron en el equipo HPLC. El sistema de debecde cromatografia liquida de alta
presion/fluorescencia de fase reversa consistibunke bomba HP 1100 (Hewlett
Packard, Palo AHO, CA, USA) conectado a un detedtofluorescencia programable
HP 1046 A, y se utilizé una estacion de trabajo Hi& separaciones cromatogréaficas
se desarrollaron en una columna de aluminio fagersa C18 (150 x 4,6 mm d.i.,uB
tamafo de particula, phenomenex, Torrance, CA, USKR solucion de metanol-
hidrogeno fosfato de sodio 0,1 M 75:25 (v/v) ajdata pH 3,35 con acido ortofosférico
se us6 como fase movil isocratica, a una velocittafiujo de 1,5 ml/min. Las curvas de
calibracion se construyeron con estandares de fismarB, (Romer Labs), diluidos en
acetonitrilo-agua 1.1 (v/v). Se realizaron 2 inyeces por muestra. Los datos se
presentan como valores medios de triplicados da tratbhmiento. Fumonising, Bue
cuantificada correlacionando el area y altura depicos de las muestras con el de las

curvas estandares. El limite de deteccion bajs estadiciones fue de 20 ng/g.

3.5.3. Suelo no rizosférico

Cada muestra de suelo no rizosférico consistiodeub-muestras tomadas dentro de
los surcos de las parcelas de cada tratamientgp lde la cosecha. Se evalué el

potencial nitrificante, amonificante y celulolitide cada muestra.

3.5.3.1. Potencial Nitrificante

Se utilizé la solucion nitrificante (N), la cual distribuyé en tubos de hemdlisis (1 ml)
y se esterilizd en autoclave. De la muestra deosselrealizaron diluciones seriadas al

décimo en BPS. A los tubos con solucion nitrifiease adicionaron 0,5 ml de las



diluciones y se incubaron durante 21 dias a 28°%ChéDexperiencia se realizé por
duplicado para cada tratamiento de cada bloque. &lizar la secuencia de oxidacion
bacteriana (de nitritos a nitratos) se utilizarobh dotas del reactivo difenilamina
sulfurico y 10 gotas de acido sulfdrico concentrdds cuales se adicionaron luego de
haber descartado el contenido de los tubos, dejgfldd® gotas en cada uno. Los tubos
que se observaron con una coloracién azul intgoreaentaron resultado positivo. La
determinacion del nimero de microorganismos/ gugdéoscon actividad nitrificante se
realizo utilizando la tabla de Mc Crady’s (tabla2)/(Frioni, 2006).

Para las determinaciones del potencial nitrificamonificante y celulolitico, los
resultados se expresaron como numero de micro@rgasig de suelo empleado con la
siguiente formula:

N° microorganismia@ssuelo = NMP x FD x FA
NMP: nimero mas probable
FD: factor dilucién
FA: factor alicuota

Tabla 1V.2. Tabla de McCrady

3 tubos / dilucion

1 2 1 2 1 2
000 0.0 201 14 302 6.5
001 0.3 202 2.4 310 4.5
010 0.3 210 15 311 7.5
011 0.6 211 2.0 312 115
020 0.6 212 3.0 313 16.0
100 0.4 220 2.0 320 9.5
101 0.7 221 3.0 321 15.0
102 1.1 222 3.5 322 20.0
110 0.7 223 4.0 323 30.0
111 1.1 230 3.0 330 25.0
120 11 231 3.5 331 45.0
121 15 232 4.0 332 110.0
130 1.6 300 2.5 333 140.0
200 0.9 301 4.0

1: nimero caracteristico. 2: nimero mas proballéRN
Fuente: Frioni, 2006.

3.5.3.2. Potencial amonificante

Se utilizé la solucion amonificante (A), distridai en tubos de hemdlisis (1 ml) y se

esteriliz6 en autoclave. De la muestra de sueloeagzaron diluciones seriadas al



décimo en BPS y se adicion6 1 ml de cada tubo slalilaciones a los tubos con

solucién amonificante, los cuales se incubaronrdard dias a 28°C. Dicha experiencia
se realizé por duplicado para cada tratamientoadia dloque. Luego del periodo de
incubacion se realizé la lectura de los tubos, par@al se extrajo 1 ml de cada uno y
se adicionaron dos gotas del reactivo de Nesskrds positivos los que viraron su
coloracion al amarillo. Finalmente la determinacdel nUmero de microorganismos
con actividad amonificante se realizé utilizandatidala de Mc Crady’s (tabla IV.2)

(Frioni 2006).

3.5.3.3. Potencial celulolitico

Para la determinacion se utilizo la solucién céitita (C), de la cual se distribuyeron 8
ml en cada tubo, a los cuales se les adiciono andabde papel de filtro y se esterilizd
en autoclave. De la muestra de suelo se realizihariones seriadas al décimo en BPS.
Se adicion6 1 ml de cada dilucién a los tubos eosolucion celulolitica. Se incubaron
durante 15 dias a 28°C. Dicha experiencia se teghiar duplicado para cada
tratamiento de cada bloque. Se determin6 como pdsitivo aquel en el cual se
observo degradacion parcial o total de la bandgael de filtro. Finalmente la
determinacion del nimero de microorganismos coividatl celulolitica se realiz6
utilizando la tabla de Mc Crady’s (tabla IV.2) @ 2006).

3.6. Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realiz6 con el progréBigmaStat Version 3.10 (Systat
Software, USA). El andlisis de la varianza (ANOVSE) desarroll6 para los parametros
agrondmicos de las plantulas de 20 dias y al mandata cosecha; para el recuento y
aislamiento dd-usarium SeccionLiseolay F. verticillioidesen la endorrizosfera y en
granos de maiz cosechados; en el valor de medianfandonisinas By sobre la
actividad microbiana en el suelo no rizosférico.tddt de Duncan (P<0.05) y el test
DGC alfa=0,05 (InfoStat) se aplicaron para compkasdiferencias significativas.

4. Resultados

4.1.Condiciones climaticas de la campafia 2009-2010.



La figura IV.1 muestra la acumulacibn mensual decipitaciones en el é&rea
experimental desde diciembre de 2009 a mayo de.ZbllQalor de precipitaciones
acumuladas (420,4 mm) estuvo por debajo del pramgdicurrié principalmente en
diciembre y fue escaso en los otros meses.

Las temperaturas minimas del suelo fueron elevadsagltando en mayor acumulacion
térmica al compararlo con iguales periodos de caagpaanteriores y menores

amplitudes térmicas (datos no mostrados).
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Fig. IV.1. Precipitaciones acumuladas mensualmente (mm) desaes de diciembre del afio 2009 al

mes de mayo del afio 2010. Fecha de floracién: febre

4.2.Efecto del formulado en plantulas de 20 dias

4.2.1 Aislamiento, cuantificacion e identificacidle Fusarium seccionLiseola de la

endorrizosfera de plantulas de maiz.

Como muestra la fig. IV.2. el recuento de hongo$ género Fusarium fue
significativamente mayor en T2; y el menor recuesg@etermind en T5, tratamiento en
el cual se co-inoculd. oleovoranscon el patdgeno. El tratamiento control del
patogeno (T6) no mostré diferencias con el restioslératamientos.

La fig. IV.3. expone la distribucion de especiesalas en los diferentes tratamientos.
Las especies identificadas fuerbnverticillioides F. subglutinansy F. proliferatum
Hubo un porcentaje de especies no pertenecient@sSaccionLiseola identificadas
comoFusarium sppLa especid-. verticillioidesse identificé en todos los tratamientos
con mayor porcentaje de aislamiento en T6.

F. subglutinansnostré el mayor porcentaje de aislamiento, cope&se al resto de las
especies identificadag=. proliferatum y Fusarium sppse encontraron en menor

namero. En T2 y T5 ningun aislado pertenecié apeeier. proliferatum
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Fig. IV.2. Recuento total por tratamientos El@sariumendofito en plantulas de maiz. Tratamientos con
diferentes letras minusculas indican diferencigniicativas de acuerdo al test de Duncar Q.05).

T1: Maiz control =T2: Maiz +B. amyloliquefaciens T3: Maiz +B. amyloliquefaciens F.

verticillioides - T4: Maiz +M. oleovorans- T5: Maiz +M. oleovoranst+ F. verticillioides—T6: Maiz +

F. verticillioides
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Fig. IV.3. Porcentaje de especies Hesariumde endorrizésfera de plantulas de maiz de 2Q difas
Maiz control -=T2: Maiz +B. amyloliquefaciens T3: Maiz +B. amyloliquefaciens F. verticillioides -
T4: Maiz +M. oleovorans-T5: Maiz +M. oleovoranst F. verticillioides—T6: Maiz +F. verticillioides



4.2.2. Influencia de los tratamientos sobre logup@tros agrondmicos
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Fig. IV.4. Indice S/R por tratamiento. Valores medios de tomjues. Letras diferentes indican
diferencias significativas de acuerdo al test Danf@a < 0,05).T1: Maiz control —-T2: Maiz + B.
amyloliquefaciens- T3: Maiz +B. amyloliquefaciens F. verticillioides- T4: Maiz + M. oleovorans-
T5: Maiz +M. oleovoranst F. verticillioides—T6: Maiz +F. verticillioides

Los indices S/R se muestran en la fig. IV.4, losmus evidencian una diferencia
significativa del tratamiento control, siendo elymaindice en comparacion con todos
los tratamientos, lo cual indica que las semillasnoculadas, es decir semillas sin la
incorporacion de inoculo liofilizado de los ACB yo verticillioides dieron origen a
las plantulas que menor estrés sufrieron hastz2dalas de desarrollo.

Los resultados obtenidos coincidieron con los olagkys en los ensayos en macetas,
donde la incorporacién de los diferentes indculoizados implicé una condicion de

estrés para la plantula de maiz.

4.3.Plantas en madurez fisiologica

4.3.1. Incidencia dE. verticillioidesen granos cosechados

La incidencia dd-. verticillioidesen granos no evidencié efecto de bloque, poregilo
la figura IV.5 se presentan los indices promediedad tres bloques. EI nUmero de
unidades formadoras de coloniasKleverticillioidesen los granos de maiz cosechado
no difiere entre tratamientos y control (P=0,73)recuento de viables del patdogeno
fue del orden de 5 log para todos los tratamierftbsiimero de propagalos viables de
F. verticillioides obtenido de granos de los tratamientos con agelatdsocontrol, no

difiere de los valores obtenidos de los granoslaetgs infectadas naturalmente (T1) y



plantas obtenidas de semillas inoculadas con élgpab (T6). Los tratamientos no
causaron estimulacién del crecimiento de propagsésisarium.

6,0

o
©
1

o1

o
1

Q

(3
~
1

log UFC g* grano de maiz
_—
o

o
[N
1

510 T T T T T T

Tratamientos
Fig. IV.5. Incidencia dé-. verticillioidesen granos cosechados, valores promedios de trgsdd. Letras
diferentes indican diferencias significativas deeado al test de rangos multiples de Duncan (P$0,05
T1: Maiz control —T2: Maiz + B. amyloliquefaciens T3: Maiz + B. amyloliquefaciens+ F.
verticillioides - T4: Maiz + M. oleovorans- T5: Maiz + M. oleovoranst F. verticillioides— T6: Maiz +
F. verticillioides

4.3.2. Rendimiento de granos a cosecha

Se determinaron diferencias significativas del b8, por los cual los datos detallados

en la tabla IV.3 corresponden a valores mediobldeue 1y 2.

Tabla 1V.3. Efecto de los tratamientos a cosecha durante lpadan2009/2010.

Tratamiento Numero de plantafkelacion grano/marlo Rendimiento £ DS

por hectarea (kg ha)
T1 47619 a 79%-21% 5924 + 1333 a
T2 38572 a 77%-23% 4283899 a
T3 45238 a 78%-22% 4369 + 1128 a
T4 43333 a 78%-22% 6657 £ 214 a
T5 40238 a 80%-20% 5969 £ 1031 a
T6 45238 a 79%-21% 5641 + 690 a

Letras diferentes indican diferencias significativde acuerdo al test de rangos mdultiples de Duncan
(P<0,05).T1: Maiz control -T2: Maiz +B. amyloliquefaciens T3: Maiz +B. amyloliquefaciens F.
verticillioides - T4: Maiz +M. oleovorans-T5: Maiz + M. oleovoranst F. verticillioides—T6: Maiz +

F. verticillioides

La escasa acumulaciéon de lluvias durante la camgaito haber afectado el
rendimiento promedio (5474 Kg/ha). Los tratamiertde$/. oleovoranssolo (T4) yM.

oleovoransy B. amyloliquefaciensco-inoculados con el patégeno (T3 y T5) no



mostraron diferencias con el tratamiento contrdl)(TLa adicién de los agentes de
biocontrol no afecté significativamente el nUmeeopdantas por hectarea obtenidas del
tratamiento control (T1). El tratamiento de las #las conF. verticillioides (T6) no
afectd el numero de plantas por hectarea respelds @alores de T1. Las relaciones
grano-marlo no presentaron diferencias signifiestial compararlas con el tratamiento
control (T1).

4.3.3._Contenido de fumonisinas B

La tabla IV.4 detalla la acumulacién de fumonisiBagn granos cosechados. El mayor
contenido de FBse detecto en granos del tratamiento 6, semibasaiz inoculadas
conF. verticillioides.En este tratamiento, el contenido de,,FBe 1263,8 ppb. En los
tratamientos de las semillas inoculadas con lasttaciones (T2 y T4), los niveles de
FB, fueron significativamente menores que los wsasbtenidos en T1 (control), con
una reduccion de 51% y 72 % para los tratamientos las formulaciones de.B
amyloliquefacieny M. oleovoransrespectivamente. Cuando se realiz6 la comparacion
entre T6 (semillas de maiz inoculadas con el patgg la co-inoculacion entre el
patdgeno y las formulaciones de los agentes detitd (T3 y T5), los porcentajes de
reduccion fueron 43% vy 77,5%, respectivamente.

Tabla IV.4. Contenido de FB(ppb), valores promedios de tres bloques aleaorio

Tratamiento Media_+SD (ppb) Mediana (ppb) Minimo (ppb) Maximo (ppb

1 136,9 +83,6 160,2 b 44,1 206,5
2 180,9_+208,6 78,7d 43,1 420,9
3 322,1 +439,7 1143 c 24.8 827,3
4 383,8 _+595,5 44,4 f 35,9 1071,4
5 356,2 +565,9 453 e < 1009,4
6 513,2 +653,2 202,0 a 74,0 1263,8

n= 3 muestras analizadas por tratamiento. < Lidetdeteccion (20 ppb).

Letras diferentes indican diferencias significasivde acuerdo al test de Duncan (P<0,09). Maiz
control —T2: Maiz +B. amyloliquefaciens T3: Maiz +B. amyloliquefaciens F. verticillioides- T4:
Maiz +M. oleovorans-T5: Maiz +M. oleovoranst F. verticillioides— T6: Maiz +F. verticillioides

Al realizar un estudio de correlacién entre lasialdes fumonisinas, rendimiento e
incidencia del patdgeno, se determind una cor@lacegativa entre todas las variables
(P<0,05), como lo expone la tabla IV.5. Se obsene débil correlacion entre FBon

rendimiento e incidencia, y una modesta correlaeittne rendimiento e incidencia.



Tabla IV.5. Coeficientes de correlacién de Pearson entreatifes variables.

Rendimiento Incidencia
FB; -0.289 (0.579) -0.245 (0.640)
Rinde e -0.406 (0.424)

4.3.4. Efectos de los tratamientos sobre la a&didhitrificante, amonificante y

celulolitica
La fig. IV.6. describe el recuento de microorgarasnton actividad nitrificante,

amonificante y celulolitica en muestras de suelozusférico de cada tratamiento.
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Fig. IV.6. Efecto de los tratamientos sobre la actividad afieante, nitrificante y celulolitica del suelo.
T1: Maiz control —T2: Maiz + B. amyloliquefaciens T3: Maiz + B. amyloliquefacienst+ F.

verticillioides - T4: Maiz + M. oleovorans- T5: Maiz +M. oleovoranst F. verticillioides— T6: Maiz +
F. verticillioides

logio NMP/g suelo

Se observa que la actividad celulolitica fue llevadcabo por un mayor nimero de
microorganismos con respecto a las actividadesnuanificacion y nitrificacion. El

tratamiento control (T1), muestra la mayor actididalafica en suelo no rizosfeérico.
Por otro lado, se destaca un recuento significawarde menor en T6 (control del
patégeno), al comparar dicho tratamiento con lasamnientos inoculados con los
agentes de biocontrol (T2 y T4) y co-inoculados ebrpatdogeno (T3 y T5), se
evidencia una importante reduccion de la activigddfica. Esto indicaria que el
agente patégeno es capaz de producir una redusajbificativa de la actividad

edéafica de la microbiota del suelo no rizosférico.



5. Discusion

El presente estudio muestra los resultados deinci@tto a campo de plantas de maiz
provenientes de semillas tratadas con dos ageete®controlEn base a los resultados
obtenidos sobre los parametros agronomicos dddatufas de 20 dias, puede sefnalarse
que la inoculacion de las simientes cBn amyloliquefaciensy M. oleovoransno
revirtié el retardo en el crecimiento de las pléagule maiz que se produjo cuando se
tratd a los granos solamente denverticillioides pero si provoco un incremento en el
peso del sistema radical, en tanto que la longluths raices no estuvo afectada. Estos
resultados, son similares a los obtenidos por Kiadcol. (2004) quienes observaron
una reduccion en el crecimiento de plantulas dez ragigo de la inoculacion de la
simiente conPseudomona chlororaphig Pseudomona putid@omo ACB. Por el
contrario, Correa y col. (2009) no observaron difieras significativas en el
crecimiento vegetativo de plantas de soja luegotrdéhmiento de las simientes con
Bacillus amyloliquefacien8NM122 (1¢ ufc mrY). Dawar y col. (2008) tampoco
encontraron diferencias significativas en los pa&t&os de crecimiento al comparar
plantulas provenientes de semillas de girasoldest@orRhizobium meliloty Bacillus
thuringiensis,y plantas controles. Esto sugiere que el impactétosleACB sobre los
parametros de crecimiento de las plantulas depentite otros factores, del cultivar y
del tipo de ACB empleado.

La relacion S/R se ha utilizado ampliamente comaditador de estrés vegetal ya que
informa sobre un cambio en la fisiologia de la fdacuanto menor sea el indice, mas
estrés ha sufrido la planta (Kozdrdj y col., 20@). el presente ensayo a campo, los
resultados obtenidos indicaron que las semillagatadas originaron las plantulas que
menor estrés sufrieron. El indice S/R resultdé dismdio en las plantulas de semillas
tratadas conF. verticillioides al igual que con los ACB. Esto sugeriria que la
inoculacion de las simientes cdn verticillioides con B. amyloliquefaciensM.
oleovoranso la co-inoculacion del patégeno con los ACB, High una situacion de
estrés para la plantula de 20 dias de desarrodlstaHel momento no se han registrado
reportes sobre el impacto de la co-inoculaciénodeAICB con el patdégeno a controlar,
sobre el crecimiento de plantulas. Sin embarge, @tacion de estrés generada en las
plantulas de 20 dias, no afecté la continuidadd#slarrollo del cultivo, ya que los
resultados obtenidos sobre los parametros agronénaccosecha, indicaron que los
tratamientos aplicados a las simientes no produjeiteraciones en el niumero de

plantas por hectarea, ni en el rendimiento de grahas relaciones grano-marlo



obtenidas coincidieron con los informes de la &tk utilizada (Dekalb 747 MGRR2,
Anexo 1), para la cual corresponde alrededor d@@®-para la zona agroecoldgica de
Rio Cuarto (Dekalb, 2008).

En cuanto al aislamiento drusariumde endorrizosfera de las plantulas de 20 dias, los
resultados mostraron qé. oleovorans(T5) presentd un efecto antagonico frente a la
colonizacion del interior radical del maiz pdf. verticillioides, no asi B.
amyloliquefaciensdado que T2 mostré un recuento Eesarium significativamente
mayor. Entre las especies BesariumseccidnLiseolaaisladas se destaco la presencia
de F. verticillioidesen todos los tratamientos con un importante poagenSi bien se
ha reportado quE. verticillioideses agente causal de podredumbres de granos g raice
de maiz (Yates y col., 2003), en el presente estsdiobservd que todas las plantas
provenientes de granos tratados Eomwverticillioidessolamente (T6) o en combinacion
con los ACB (T3 y T5)crecieron sin sintomas aparentes de enfermedaldisinéa
incidencia dé&-. verticillioides en los granos de maiz a cosecha no mostré difagenc
significativas entre el tratamiento control y leatamientos en los que se inoculo el
patogeno.

La campafia de cultivo de maiz 2009-2010, es lagoraamparia en la cual se aplicaron
los agentes de biocontrol como principio activalde formulados liofilizados, luego de
cuatro campafas consecutivas de maiz (2004-20@&s-2Z006, 2006-2007 y 2007-
2008), en las cualeB. amyloliquefacienss M. oleovoransfueron aplicados como
in6culos liquidos. La aplicacion de ambos formutadprodujo reducciones
significativas en el contenido de fumonisina & los granos de maiz. La mayor
reduccion, 72% al 77,5%, se observo con el fornautdeM. oleovorangT4), mientras
que el formulado deB. amyloliquefaciens(T2) caus6 una reduccion del 50%
aproximadamente. Estos resultados son similares eegistrados en la campafia 2007-
2008, en la cual se evidencié una reduccion del 47®l1% de acumulacion de
fumonisina B, con la aplicacion de inéculos & amyloliquefacieny M. oleovorans
respectivamente (Pereira y col., 2011).

Si bien la co-inoculacion de la simiente con el A@Bse traduce en un disminucion de
la incidencia dé-. verticillioidesen los granos, si se observa una reduccién sigtiifec

del contenido de fumonisina; BEs decir, las variaciones observadas en losaswved
in6culo deFusariumen granos no se correlacionaron positivamenteetoantenido de
fumonisinas. Estos resultados no coinciden core&tadios de Chulze y col. (1999),

donde los autores encontraron una correlacionipasintre el contenido de kB el



recuento dd-. verticillioides En un estudio previo, observamos una disminud&ia
incidencia deF. verticillioides en tratamientos con la adicion de estos agentes de
biocontrol, y una consecuente reduccion de fumoassien los granos cosechados
durante las campafas 2006-2007 y 2007-2008 (Pgreoh, 2010).

Por lo tanto, podria pensarse que la disminucidrcalenido de fumonisinas en los
granos tratados cd®. amyloliquefacieng M. oleovorangpuede ser consecuencia de la
degradacion de la toxina por los componentes actilolas formulaciones y/o por la
inhibicion del camino biosintético, independienteeedel tamafio del in6culo de
verticillioidesen los granos cosechados.

Benedetti y col. (2006) demostraron que distintaslamientos bacterianos del
agroecosistema de maiz poseen la capacidad pawddefumonisina Ben ensayoms
vitro. Entre esas bacteriaSphingomonas spMTA144, desmostré poseer una fuerte
actividad en la degradacién de fumonisinas (Taud@ds; Heinl y col., 2010). Otros
estudios han demostrado que puede lograrse unind=om en el recuento de hongos
asociados al maiz mediante la utilizacion de ACBtdr&anos. Entre ellos, Bressan
(2003) inform6 que el uso de aislamientosStieeptomyces sgprovocd una reduccion
significativa en el recuento d€&. subglutinans Cephalosporium acremoniuny
Penicillium sp En estudios “in vitro” diferentes cepas bactasmrhan demostrado
capacidad para reducir la acumulacion de toxinak.deerticillioides (Bacon y col.,
2001; Cavaglieri y col., 2004, 2005). Sin embaegias observaciones no provienen de
estudios a campo, donde el nimero de variablesntgrienen supera ampliamente al
encontrado en ensayos de laboratorio o invernad®@p.lo tanto el recuento de
verticillioides en granos y el contenido de fumonisinas tambiéed@uverse
influenciado por las condiciones medioambiental®srfied y Gilchrist (1999) han
determinado que el crecimiento y la produccionoéna porF. verticillioidesa campo,
esta fuertemente influenciado por el contenidowaddad del sustrato, siendo mayor la
colonizacion de los granos y la produccién de @asjrtuanto menor sea el contenido de
humedad de los mismos. La campafa 2009-2010 setexdza por ser deficitaria en
precipitaciones, acumuladas en el mes de diciergbrely deficitarias en el resto de los
meses. Estos bajos registros pluviométricos naafat la colonizacion de los granos
por F. verticillioides,dado que los recuentos del patégeno son simitales obtenidos
en campafas previas, pero los valores de fumonBinacumulados fueron muy
inferiores. Durante la campafia 2009-2010, la mayoduccion de la toxina fue de

1264 ppb y correspondié al tratamiento de las sasnitonF. verticillioides Este



mismo tratamiento, durante la campafna 2007-2008 eunal las precipitaciones fueron
superiores desde la madurez hasta la floracidbmjéamn contenido maximo de
fumonisinas de 3800 ppb (Pereira y col., 2010).daan y col. (2005) obtuvieron
resultados similares al estudiar la acumulacioriudeonisinas en maiz producido en
Benin, Africa. Coincidentemente, Bush y col. (20@#contraron elevados niveles de
fumonisinas, y lo asocian a lluvias tardias en ©layCarolina del Norte (USA). En
contraposicion, Miller y col. (1995) informaron qu& produccion de fumonisinas
estaba limitada a campos que presentaban estréssquuia. Otros autores no
encontraron correlacion entre los registros de pescipitaciones y el nivel de
fumonisinas en las temporadas de cultivo 2006 ¥ 200el sur de Africa (Ncube y col.,
2011). Por lo cual es posible inferir que es ladoman de estrés lo que favorece la
produccion de toxina y no necesariamente el cothbede humedad. Diversos estudios
coinciden en que el estrés fisioldgico duranteegiqulo previo a la cosecha de granos,
debido a las oscilaciones drasticas de precipiasioy humedad relativa, generan
condiciones favorables para la produccion de fusioas (Visconti, 1996). Todos
conducen a la conclusion de que algunos fendmeimadticos como los cambios en los
patrones de lluvia o el estrés durante las Ultistapas del desarrollo de la planta de
maiz en el campo, tienen una gran influencia stzbpgoduccion de fumonisinas en el
maiz previo a la cosecha (Fandohan y col., 2003).

Varios estudios realizados en diferentes partesmigldo mostraron bajos niveles de
fumonisinas en los hibridos Bt (Munkvold y col. 999 Pietri y Piva, 2000; Papst y col.,
2005; Hammond y col., 2004). Un estudio realizad@dmggentina entre 1999 y 2005, en
diferentes zonas agroecologicas, mostr6 que la anadde la contaminacion por
fumonisinas totales fue de 1712 ug/kg (Pacin y, @f07). Otro estudio realizado en
siete localidades diferentes de Argentina con Bgidurante las temporadas de cultivo
2002/2003 y 2003/2004 mostraron valores mediosud®iisinas de 0,2 a 0,043 ug/g
(Barros y col., 2009). Teniendo en cuenta que gesdente estudio, como en nuestros
ensayos a campo previos, se trabajéo con maiz Bipsible que sea la causa de los
bajos niveles de fumonisina; Begistrados en el tratamiento control. Los nivales
fumonisinas B encontrados en este estudio fueron inferiores Hriates recomendados
por la Union Europea (CE, 2007), y a los valordalés de fumonisinas establecidos
para maiz destinado al consumo humano, por el &€guara la Administracion de

Alimentos y Drogas (FDA, 2001). A diferencia dehim no Bt, en Europa y en otras



partes del mundo, en ensayos a campo se ha dedwosgtra el maiz Bt posee niveles
significativamente mas bajos de fumonisinas (Falgteol., 2010).

Sin embargo, teniendo en cuenta que las condiciamdsentales pueden favorecer la
infeccidn deF. verticillioides y/o la sintesis de fumonisinas, la adicion de dos
formulados desarrollados podria mejorar signifiaatiente la calidad de los granos de
maices Bt y no-Bt. Dichos formulados tienen adelad&ntaja de ser estables durante
un almacenamiento prolongado y a las fluctuacianasientales en el campo.

La actividad microbiana edafica es regulada pocédaacteristicas fisicas y quimicas del
suelo, por la composicion de los materiales orgénig por la naturaleza de la
comunidad microbiana, entre otros. Los resultadbterados demuestran que la
inoculacion de las semillas cén verticillioidesimplicé una reduccion de la actividad
de la microbiota edéfica, ya que las actividadesndeficacion, amonificacion y
celulolisis se vieron disminuidas. Por lo tanto,réaluccion de la actividad de la
microbiota edafica podria deberse a la reduccidmdmero de microorganismos del
rizoplano, como consecuencia de la competenciargéaeor la incorporacion de
verticillioides. Nuestros resultados indican que la actividad obtida es llevada a cabo
por un nimero mayor de microorganismos que los Ipyan a cabo la actividad
nitrificante y amonificante. El recuento de micrgamismos con actividad celulolitica
estuvo dentro del rango de 1%101x1¢ UFC/g suelo. Botelho y col. (1998) también
informaron resultados elevados para los microosgaos celuloliticos de la rizosfera de
maiz, sin embargo el recuento correspondiente amli@soorganismos nitrificantes
registrados por estos investigadores fue ampliaamsnperior (1® UFC/g suelo) al
observado en el presente trabajo a campo. Estaridiag puede ser debida en gran
parte a las caracteristicas fisico-quimicas ddbsaécultivo antecesor y a las practicas

culturales llevadas a cabo.



Capitulo V

Incidencia De Fusarium verticillioides Y Contenidoe Fumonisinas En Granos De

Maiz De Plantas Con Inflorescencias Femeninas Cutis Y No Cubiertas

1. Introduccion

Las interacciones biolégicas entre la planta dézgaFusarium verticillioidesson
complejas y pueden conducir a resultados perjudgigates y Sparks, 2008) o pueden
beneficiar la performance y rendimiento del cultfixates y col., 2005). Cuando el
cultivo desarrolla en condiciones de estrés, laraucion entre patégeno-planta puede
desencadenar en desarrollo de enfermedad y/o middude micotoxinas (Bacon y
Nelson, 1994; Abbas y col., 2006). La podredumbee glanos de maiz afecta
gravemente el rendimiento en Argentina (Presetioly 2006).

La distribucion deF. verticillioides se ha asociado a factores abioticos (fisicos y
quimicos), bioticos relacionados a las caractesdstigenéticas de las especies en su
dualidad endofito-patégeno, asi como a las caiatiters intrinsecas morfolégicas vy
genéticas del cultivo.

F. verticillioidespuede invadir la planta de maiz por diferentes d&infeccion: i) por
las semillas infectadas a partir de las cualesesardbllan las plantas provocando una
invasion secuencial de los diferentes tejidos delémtula en desarrollo (Bacon y
Hinton, 1996), ii) por infeccidén de los granos as inazorcas a través de la transmision,
por aire o lluvia de microconidios o macroconidiwesentes en los residuos de cultivos
y en el suelo (Cotten y Munkvold, 1998, Desjardimsol., 2002), iii) por infeccion de
los granos causada por heridas de insectos queptndan las estructuras de
propagaciéon del hongo .

La colonizacién, desarrollo micelial, alteraciésutar y acumulacién de metabolitos
secundarios, como las fumonisinas, estan intimamenterrelacionados a las
condiciones ambientales intrinsecas al grano erard#l®® y a las condiciones
medioambientales de la zona agroecoldgica delvoutte maiz. Entre las principales
variables ambientales que intervienen en estar@éeion microorganismo-planta, la
disponibilidad acuosa y la temperatura poseenngidancia fundamental.

Es por ello que el estudio de la dinamica pobladiceF. verticillioidesen granos de

maiz en madurez fisioldgica, teniendo en cuentabi@s ambientales en condiciones



de campo, permite avanzar en la comprension depgcto de la interaccidon bioldgica
entre la planta de maiz y el patégeno. Dicho canieito incide en la optimizacion de

estrategias de prevencion biologicas como las gdalats en esta tesis.

2. Objetivo
Comparar el tamafio poblacional Besarium SeccidnLiseolay la acumulacion de

fumonisinas en mazorcas cubiertas y no cubiertas.

2.1 Objetivos especificos

2.1.1. Evaluar el impacto que provoca la cobertiedas inflorescencias femeninas,
sobre la incidencia d&. verticillioides y el contenido de fumonisinas en granos a
cosecha.

2.1.2. Determinar los cambios de humedad y temperajue se producen en las
inflorescencias cubiertas durante las diferentepast del cultivo hasta la madurez

fisiologica.

3. Metodologia

3.1Siembra

El ensayo se llevo a cabo en el campo experimdetéd Universidad Nacional de Rio
Cuarto, en Rio Cuarto (30 ° 57 'de latitud S, 60'W de longitud, altitud 562m) con
suelo de textura franco arenosa. Se realizé uneaajiin del herbicida glifosato en toda
la parcela una semana después de la siembra ded@acaidas practicas agricolas
comunmente utilizadas para cultivares RR. Los nmaatos se plantaron en tres
bloques al azar por triplicado para cada uno, ecefas de 7 x 3 m separados por las
borduras de 1,5 m. En cada parcela, se marcararo@iacos a 0,5 m de distancia, se
sembraron 25 semillas a 25 cm de distancia, cdotahde 100 semillas por parcela. A
partir del cuarto dia de floracién (apertura damétres de la inflorescencia masculina)
se colocaron sobre las inflorescencias femenindsavoespeciales de papel Kraft
(intemperi&) permeables a la humedad con una porosidagme3en 15 plantas por
parcela), las cuales se dejaron hasta la cosecliasd®azorcas maiz. El ensayo se
realiz6 durante la campafa 2010/2011.

Tratamientos: 1) Maiz (control)

2) Maiz F. verticillioides



3.2In6culo fangico

Descripto en Capitulo IV. Punto 3.2. Las semillasndaiz fueron inoculadas con F.
verticillioides para asegurar la presencia del ged en ausencia de ocurrencia natural
del patégeno.

Tabla V. 1. Disefio del ensayo a campo

Cabecera norte

T2 Tl
T1 T2
T2 Tl

Cabecera sur

3.3.Registros pluviométricos y temperaturas

Los registros pluviométricos y térmicos, fueronisggdos por la estacion ADCON
Telemetry en el campus de la UNRC. Se registr6 addentemperatura del aire dentro
de la bolsa sobre las mazorcas, para ello se calacéermometro fijo de manera
impermeable (fig. V.1.)

Fig. V.1. A) Fotografia de mazorca cubierta con bolsa deslpKpaft. B) Bolsa de papel kraft sobre
mazorca, con termdémetro incorporado para registraperatura interior.



Al momento de medir la temperatura en el interierla bolsa, se tomo6 también la
temperatura del aire. Por otro lado, con el fincdaocer el contenido de humedad
dentro de la bolsa, se registré periédicamenteortenido de agua de los granos de
inflorescencias cubiertas y no cubiertas, midieladaey de los mismos a una muestra

tomada por parcela, desde la floracion hasta laureadisiolégica del cultivo.
3.3. Plantas en madurez fisiologica
3.3.1_ Cosecha

Descripto en Capitulo IV. Punto 3.5.2.1.

3.3.2. Incidencia dE. verticillioidesen granos

Descripto en Capitulo IV. Punto 3.5.2.3.

3.3.3. Contenido de Fumonisinas B1 y B2

Descripto en Capitulo IV. Punto 3.5.2.4.

4. Resultados

4.1.Registro de precipitaciones y temperaturas

Como se muestra la fig.V.2. en la temporada 2010/2€e registraron importantes
precipitaciones distribuidas uniformemente enteerteses de diciembre a marzo (total
561 mm). La temperatura media del aire vario eB@rey 23°C durante los meses de
verano (diciembre a febrero), y entre 15 y 20°Gudi#r los meses de febrero a mayo.
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Fig. V.2. Precipitaciones acumuladas mensualmente y registtemperatura del aire (méxima, minima
y media), durante la campafia 2010/2011.



4.2.Registros de temperatura y humedad en los granosadte el cultivo

En la fig. V.3 se grafica la temperatura del airele} interior de la bolsa sobre las

mazorcas, las cuales fueron registradas desdeodacittn (15 de marzo) hasta la

madurez fisiolégica del cultivo (5 de junio). Ehgo de temperatura en el interior de la
bolsa oscilo entre 19 y 35°C, mientras que el ratgyla temperatura del aire fue menor
(14 y 30°C). Como se observa la temperatura emeaior de la bolsa, siempre fue mas
elevada que la temperatura del aire registradiifdeencia se increment6 especialmente
en los dias de sol. En el dia N° 8 se observa ifer@igcia de solo 2°C coincidiendo con

un dia completamente nublado, en los dias de ahtendadiacion solar la diferencia se

mantuvo alrededor de 5°C aproximadamente.
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Fig. V.3. Temperatura del aire y temperatura interior détdsas de papel sobre mazorcas.

La fig.V.4 muestra laya de los granos de mazorcas cubiertas con bolsascylsrir, de
ambos tratamientos, desde el momento de la flardwadta la madurez fisioldgica. Se
puede observar que en los tratamientos 1 y 2 dinircla gy de los granos tuvo un
descenso paulatino. T1 muestra uparacial de 0,9963 la cual descendi6é hasta 0,9595
a los 82 dias después de la floracion. Este vamsimilar al registrado en T2 (0,9532)
en el mismo tiempo de muestreo (82 dias).

En los tratamientos 1 y 2 con las mazorcas cubisdgaobservd mayor cantidad de agua
disponible en los granos, la cual oscilo entre @399 0,9648. En general se observo
una disminucion marcada de |g desde el dia 12 al 36. En el dia 50 se produjo un

incremento, para finalmente descender hasta el monte la cosecha. En el dltimo



tiempo de muestreo los tratamientos con la bolggstraron mayor @ (0,9648 y
0,9662) que las mazorcas sin cubrir (0,9595 y @R53
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Fig. V.4. Actividad acuosa (@ de los granos de mazorcas cubiertas y no cubjedgistrada desde la
floracion hasta la madurez fisiologica del cultividl: Maiz (control); T2: Maiz +. verticillioides B:

bolsa.

4.3.Incidencia de Fusarium Seccién Liseola en granos ghaiz cosechados
En la fig. V.5 se grafica la incidencia deusarium Seccién Liseola en ambos

tratamientos, con mazorcas cubiertas y no cubiertas
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Fig.V.5. Incidencia de-. verticillioidesen granos de maiz a cosecha, sin bolf—( cohybolsa D )
promedio de bloques I, 1l y lll. T1: Maiz (contrpl)2: Maiz +F. verticillioides Letras iguales indican

diferencias no significativas, acorde al test dadam p< 0,05).



El nimero de UFC dEusariumobtenido en granos del tratamiento 2 (plantasdasc

de semillas inoculadas cdn verticillioideg fue significativamente mayor (5,63 log
UFC) que el valor del tratamiento control (T1 soida) que fue de 4,88 log UFC/g. Sin
embargo, no se observaron diferencias significatiea el recuento obtenido al
comparar T2 (con y sin bolsa) con T1 (con bolsa).

El recuento medio de UFC de verticillioidesque permanece asociado con las semillas
después del tratamiento cén verticillioides M7075 fue 16 UFC/g, mientras que el
valor medio de UFC dE. verticillioidesen las semillas sin inocular con el patégeno fue
de 1d UFC/g (datos no mostrados).

4.4. ldentificacion de especies de Fusarium Seccion lokse

Como se puede observar en la tabla ¥.2certicillioidesfue la especie que predominé
en los granos de maiz, siendo la Unica identificaldos tratamientos sin cubrir las
mazorcas. En los granos provenientes de mazorcégeras, predominoF.
verticillioides pero también se aislaron e identificaron las @epé&c proliferatumy F.

subglutinans.

Tabla V.2. Especies del génefusariumidentificadas por bloques.

Especie
Bloque | 100 %F. verticillioides
Bloque I 100 %F. verticillioides
Bloque Il 100 %F. verticillioides

Blogue | con bolsa | 99 %F. verticillioides— 1%F. proliferatum
Blogue Il con bolsa | 98 %F. verticillioides— 2 %F. subglutinans
Bloque Ill con bolsa | 100 %F. verticillioides

4.5.Contenido de fumonisinas

En la fig.V.6 se muestran los valores de fumonsidetectados en granos de maiz en
los diferentes tratamientos. No se observan diégasrsignificativas en el contenido de
fumonisinas en granos provenientes de plantasrddadas de semillas no inoculadas
(T1) e inoculadas con el patégeno (T2), al anallpar tratamientos en los que se
utilizaron bolsas para cubrir las mazorcas. Esgmmoicomportamiento se observa entre
los tratamientos 1 y 2 en los que no se cubrieasmiazorcas.

Sin embargo, si se observan diferencias signifiaaten el contenido de fumonisinas

entre el tratamiento 1 con bolsa y el mismo traggwai sin bolsa. También se observan



diferencias significativas al comparar el tratartoe con y sin bolsa. Para T1 (con
bolsa) se determind una media de 1570 ppb deyRIB5 ppb de FB mientras que en
el mismo tratamiento pero sin bolsas los valoresdin 654 ppb y 322 ppb de FB
FB,, respectivamente. En el tratamiento 2 los mayeagses de fumonisinas;B/ B,
(1360 ppb y 744 ppb respectivamente) se detectarorgranos provenientes de

mazorcas cubiertas.
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Fig. V.6. Valores promedio de RE [[] ) y FB ( [ ) en tres bloques aleatorios. 1: Main{cd); 2:
Maiz + F. verticillioides si: con bolsa; no: sin bolsa. Diferentes letrantsculas indican diferencias
significativas entre tratamientos, con y sin bdlsia- no), en el contenido de EBDiferentes letras
mayusculas indican diferencias significativas etraiamientos, con y sin bolsa (si — no), en etexido
de FB.

5. Discusion

En base a nuestros resultados podemos inferir ajgelertura de las inflorescencias
femeninas desde la floracion hasta la cosechanpi6 la infeccion de los granos de
maiz. En el interior de las bolsas que cubrieremiazorcas la temperatura se mantuvo
aproximadamente 5°C por encima de la temperaturea agéxterna y laa sufrio
fluctuaciones y permanecié mas elevada que en ©ezowo cubiertas. Los rangos de
aw (0,95-1) y de temperatura (19-35°C) que se reg@iren mazorcas cubiertas, desde
la floracién hasta la madurez fisioldgica, favoeean el incremento de los niveles de
fumonisinas en los granos cosechados. Sin dudaoladiciones de incremento de la
temperatura generada con las bolsas fue el prin@peor evaluado que influyé en la

sintesis de la micotoxina.



Velluti y col. (2000) al estudiar la competencia epecies flngicas presentes en el
maiz, demostraron que la velocidad de crecimieet®.dverticillioides fue mayor a
25°C, mientras que a 15°C el crecimiento se redyj@; temperatura constante, la
velocidad de crecimiento aument6 con el incremeetta actividad agua. Por otro lado,
Marin y col. (1999) demostraron que las condicionptimas para la sintesis de
fumonisinas son 30°C ywa0,98. En una recopilacion bibliogréfica realizaoar
Maiorano y col. (2009), se muestra quejad@tima para la sintesis de fumonisinas es >
o = a 0,99, con un rango de temperatura 6ptimabda 20°C. Es importante destacar
que toda esta informacion corresponde a trabajalizadosin vitro. Munkvold y
Desjardins (1997) informaron quE. verticillioides crece en el grano cuando el
contenido de humedad es mayor al 18 - 20%. Sc®®3)1sugiri6 que la mejor
temperatura para la produccion de fumonisipamBmaiz es 20°C.

A nivel de campo, en la misma zona agroecoldgicaiRey col. (2010), obtuvieron el
mayor contenido de fumonisinas durante la campditi//2008, coincidiendo con
abundantes lluvias desde la floracion hasta la neaddel cultivo. En concordancia,
Fandohan (2005) y Bush (2004), demostraron un nmendo de los niveles de
fumonisinas asociados con las lluvias tardias daratites zonas agroecoldgicas.
Nuestros resultados, en la campafna 2010/2011, randatmisma tendencia en cuanto
a la relacion entre el contenido de fumonisinaas/ dondiciones climaticas, que los
estudios de Pereira (2010), Fandohan (2005) y B230v). Las condiciones de cultivo
con las bolsas sobre las mazorcas (alta humeddth yteanperatura), favorecieron
significativamente los niveles de fumonisinas. Bntraste, otros autores (Miller, 1995;
Warfield y Gichrist, 1999) demostraron que el caite de fumonisinas en maiz, esta
limitado al bajo contenido de humedad. Por lo tae® posible que la condicion de
estrés que sufre el patégeno en el grano y elouttn el campo, es lo que favorece la
produccion de toxina y no necesariamente el combedie humedad (Bacon y col.,
2008).

Evidentemente multiples factores, ademas de lageatyra, el contenido de humedad y
la incidencia del patdgeno, condicionan la acumdiaale fumonisinas en maiz a
campo. Por lo tanto, datos aportados sobre algdeastos factores, permite alcanzar
mayores conocimientos tendientes al desarrollostfategias para mitigar la presencia

de fumonisinas en maiz.



Capitulo VI

Ensayos A Campo Con Semillas Bacterizadas Con Fdado Liofilizado

Y Aceite De Parafina Como Adhesivo

1. Introduccion

En la campafia 2009-2010 la aplicacion de ambasutagiones en la simiente, sin el
agregado de adhesivos, produjo reducciones sigtifas en el contenido de
fumonisina B en los granos a cosecha, a pesar de no reduaificagvamente la
incidencia del patogeno. Tales resultados coin@dieon los obtenidos durante cuatro
campanfas previas consecutivas (Pereira y col.,)2011

Con el fin de determinar a nivel de campo, la efealel adhesivo seleccionado
vitro, se realizé por dos afios consecutivos el mismayenson semillas bacterizadas

con los formulados liofilizados y aceite de parafin

2. Objetivo
Probar a campo por dos afos consecutivos la dfiadivdel formulado elaborado

adherido a la semilla con aceite de parafina al 2%.

2.1 Objetivos especificos

2.1.1. Evaluar el impacto de los diferentes tra¢gmas bacterianos sobre distintos
parametros agrondmicos del cultivo de maiz en neadisgiologica.

2.1.2. Determinar los efectos de los formuladosgeanos a cosecha, analizando el

contenido de fumonisinas y los niveles poblaciondieF. verticillioides.

3. Metodologia

3.1.Bacterizacion de las semillas

Se utilizaron los formulados liofilizados de amlagentes de biocontrol y la simiente
Dekalb 747 MGRR2 (Anexo |). La bacterizacion derfasmas se realizé 24 h previas a
la siembra con aceite de parafina (AP) al 2% codiesivo + el polvo liofilizado, en

una concentracién de 10FC/g de semillas.



3.2.In6culo fungico
En los tratamientos coR. verticillioides la inoculacion se realiz6 en el laboratorio
previo a la siembra, adicionando 2 ml / 400 semiille un cultivo de la cepkg.

verticillioidesM7075. Descripto Cap. IV punto 3.2.

3.3.Area experimental, tratamientos y siembra

Los ensayos se llevaron a cabo en un campo expadhue la Facultad de Agronomia
y Veterinaria de la Universidad Nacional de Rio @uaDescripto Cap. IV punto 3.3.
Cada tratamiento se sembré en tres bloques alesfoor triplicado, en parcelas de 7 x
3 m separadas por borduras de 1,5 m. En cada paeeharcaron cuatro surcos a 0,5 m
de distancia donde se sembraron 25 semillas, es uledotal de 100 semillas por

parcela (tabla VI.1).
Tabla VI.1. Disefio del ensayo a campo, campafia de siembraZ2d@y 2010-2011.

Cabecera norte T1

\
T1 T6 T4 T2 T3 T5 T1 > Bl
T1 T2 T5 T6 T4 T3 T1 Bll
N
T1 T3 T4 T T2 T6 T
Bl
Cabecera sur Y,

Tratamientos: 1) Maiz control (simiente + esikio).
2) Maiz +B. amyloliquefacienst adhesivo
3) Maiz +B. amyloliquefaciens adhesivo +. verticillioidesM7075
4) Maiz +M. oleovorans+ adhesivo
5) Maiz +M. oleovorans+ adhesivo +. verticillioidesM7075
6) Maiz +F. verticillioidesM7075 + adhesivo.
Bl ; BIl ; BlIl : Bloques I, 1l y IIl.



3.3.1.Reqistros pluviométricos y temperaturas

Descripto en capitulo IV. Punto 3.4.
3.4.Plantas en madurez fisiologica
3.4.1. Cosecha

Descripto en capitulo V. Punto 3.5.2.1.

3.4.2. Parametros agrondmicos

Descripto en Cap. IV punto 3.5.2.2.

3.4.3. Incidencia dE. verticillioidesen granos

Descripto en Cap. IV punto 3.5.2.3.

3.4.4. Contenido de KB
Descripto en Cap. IV punto 3.5.2.4.

3.5.Andlisis estadistico
El andlisis estadistico se realizé con el progré®igmaStat Version 3.10 (Systat
Software, USA). El test de rangos mdultiples de Run¢P<0,05) y el test DGC

(alfa=0,05) (InfoStat) se aplicaron para compaaardiferencias de los tratamientos.

4. Resultados
4.1.Condiciones climaticas de las campafas 2009-202030-2011

Campafia 2009-2010 Camparfia 2010-2011
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Fig. VI.1. Precipitaciones mensuales desde los meses dentigiea mayo, durante las campafias de
cultivo 2009-2010 y 2010-2011.



La fig. VI.1 detalla el registro de precipitaciortesales en los meses de desarrollo del
cultivo durante las dos campafas consecutivas ®rtdales se realizé el ensayo a
campo. La campafa 2009-2010 registr6 un total d@ #Pn de precipitaciones,

acumuladas en el mes de diciembre y deficitariasstb de los meses. En la campafa
2010-2011 el total fue de 561 mm, con el mayorstegien el mes de enero (205 mm) y

una buena distribucion en el resto de los meses.

4.2.Plantas en madurez fisiol6gica

4.2.1. Incidencia dédFusariumen granos cosechados
Campafa 2009-2010
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Fig. VI.2. Incidencia dd~usariumen granos de maiz a cosecha, durante la camp&8a2PQ0 y 2010-
2011, promedio de bloques aleatorios. Tratamieodosigual letra indican diferencias no significagv
de acuerdo al test de rangos mudltiples de Dunpan @.05).T1: control (maiz + AP); T2: Maiz +B.
amyloliquefaciens: AP; T3: Maiz + B. amyloliquefaciens- F. verticillioides + AP; T4: Maiz + M.
oleovoranst AP; T5: Maiz + M. oleovoranst F. verticillioides+ AP; T6: Maiz +F. verticillioides +
AP,



La fig.VI.2 expone la incidencia deusariumen los granos de maiz a cosecha. En
ambas campafias no se observé efecto de bloquampioto existieron diferencias
significativas entre los tratamientos con respedtaontrol (T1) ni al control del
patdgeno (T6).

En la campafa 2009-2010, los recuentoB.deerticillioidesfueron muy similares entre
todos los tratamientos, manteniéndose en el misgaritmo (5 log). En la campafa
2010-2011 si bien se observan recuentos mas dsspaiendo el mayor el
correspondiente a T6, tales diferencias no fuergnifEativas de acuerdo al test de
rangos multiples de Duncan (p< 0,05).

4.2.2 Rendimiento de maiz a cosecha

En la primera campafa la cosecha se realiz6 & deamayo de 2010 y en la segunda,
el dia 26 de mayo de 2011. En general se observaeyores rendimientos en la
campafa 2010-2011, como muestra la fig. VI.3.

En la campafia 2009-2010 el rendimiento promedio dees043 kg/ha. El analisis
estadistico demostro diferencias significativasreerids bloques aleatorios. La fig.
VI.3.A, muestra el rendimiento promedio de los wdifdes tratamientos
correspondientes al bloque | y Il. EI mayor rendintd se registrd para TM(
oleovoran$ con 6286 Kg/ha, el cual no se diferencio de tatamientos 1, 3, 5y 6; si
resulté significativamente menor, el rendimientol@eB. amyloliquefaciedscon 2362
Kg/ha.

En la campafia 2010-2011 el rinde promedio fue d@ &@/ha, siendo el mayor en T4
(M. oleovoran¥ con 9205,43 Kg/ha, el cual no se diferencié dstmamente de los
tratamientos 2, 3, 5 y 6. Resultd significativaneemienor, el rendimiento de T1
(control) con 7235 kg/ha, como se observa en [a/fig8.B.
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Fig. VI.3. Rendimiento de granos de maiz a cosecha (Kg/hajliamde tres bloques aleatorios.
Tratamientos con diferentes letras indican difeignsignificativas de acuerdo al test de Dungar (
0.05).T1: control (maiz + AP);T2: Maiz +B. amyloliquefaciens AP; T3: Maiz +B. amyloliquefaciens
+ F. verticillioides+ AP; T4: Maiz +M. oleovorans+ AP; T5: Maiz +M. oleovoranst F. verticillioides

+ AP;T6: Maiz +F. verticillioides +AP.

4.2.3. ldentificacion de especieskgesariumaisladas de granos cosechados

La tabla VI.2 muestra las especies del gérfamsarium identificadas por métodos
convencionales en los diferentes bloques. Se desgiaal-. verticillioidesfue la Unica

especie identificada en todos los tratamientos.



Tabla VI. 2. Especies del géneFusariumidentificadas por bloques.

Especie
Bloque | 100 9. verticillioides
Bloque Il 100 %F. verticillioides
Bloque Il 100 %F. verticillioides

4.2.4. Contenido de Fumonisina B

Las tablas VI.3 y VI.4 detallan los valores detdotade FB, en las campafas de
cultivo 2009-2010 y 2010-2011 respectivamente, Ean@s de maiz cosechados de
todos los tratamientos.

En ambas campafnas los niveles de fumonisinas fuenon dispares entre iguales

tratamientos de diferentes bloques, por lo quesgararon los valores de mediana.

Tabla VI.3. Contenido de FB(ppb), valores de tres blogues aleatorios, camp@fif-2010.

Tratamiento Media €D Mediana Minimo Maximo
1 541,35 846,25 69,3 d 36,45 1518,3
2 509,2 +657,4 1979 b 65,4 1264,5
3 174,0 +159,3 1230 ¢ 46,4 352,6
4 155,9 +232,1 450 f <20 4227
5 52,7 +26,0 66,8 e 22,7 68,6
6 513,2 +653,2 202,0 a 74,0 1263,8

T1: control (maiz + AP);T2: Maiz +B. amyloliquefaciens AP; T3: Maiz +B. amyloliquefaciens F.
verticillioides + AP; T4: Maiz + M. oleovoranst+ AP; T5: Maiz + M. oleovoranst F. verticillioides +
AP; T6: Maiz +F. verticillioides+ AP.

En la campafa 2009-2010 el maximo valor de med@dma-B fue de 202 ppb
correspondiente a T6, tratamiento inoculado corefsa toxicogénic&. verticillioides
M7075 al momento de la siembra. El menor nivel cdatto fue en granos de THI(

oleovoran$ con 45 ppb.
Tabla VI.4. Contenido de FB(ppb), valores de tres bloques aleatorios, campafia-2011.

Tratamiento Media €D Mediana Minimo Maximo
1 654,8 +101,2 6545 f 553,9 756,2
2 909,8 +737,9 1106,0 b 93,8 1530,2
3 793,6 +213,0 875,4 d 551,7 953,6
4 1231,6 +718,3 1230,0 a 514,4 1950,9
5 895,2 +383,2 757,0 e 600,3 1328,3
6 840,3 +558,2 1069,0 c 204,0 1247,9

T1: control (maiz + AP);T2: Maiz +B. amyloliquefaciens AP; T3: Maiz +B. amyloliquefaciens F.
verticillioides + AP; T4: Maiz + M. oleovoranst+ AP; T5: Maiz + M. oleovoranst F. verticillioides +
AP; T6: Maiz +F. verticillioides + AP.

En la campafia 2010-2011 se observaron reduccionéss eniveles de fumonisinas al

comparar el tratamiento 6, es decir el maiz inaulaon el patégeno, con los



tratamientos 3 y 4, en los que se realizd una ccdlacion del patégeno con los ACB
B. amyloliquefacieny M. oleovoransyespectivamente. Por otro lado, se observé una
estimulacion en los niveles de fumonisinas en flagmientos 2 y 4, al comparar con

los controles (T1y T6).

Con los datos obtenidos en ambas campafas sebrealizstudio de correlacion, se
estudiaron las variables por tratamiento de cadayen con la finalidad de comparar a
traves de los coeficientes de Pearson la correlatgdos distintos tratamientos con las
diferentes variables. De tal estudio se destacal gmimer ensayo una tendencia de
correlacion negativa entre las variables incidengiarendimiento, aunque no
significativa. Se puede interpretar una tenden@atatlos los tratamientos que a >
incidencia deF. verticillioides < rendimiento de granos a cosecha. En un segundo
estudio de correlacion entre variables de incidegagiendimiento, de la campafia 2010-
2011, se destaca que para T2 (CP:-0,249), T3 (®&B9)) T4 (CP:-0,774) y T5 (CP:-
0771), la tendencia de correlacion es negativasiguificativa, indicando que dichos
tratamientos, todos inoculados con los formuladesA€B, a < incidencia dé.
verticillioides tienden a aumentar el rendimiento de granos. PargCP: 1,000) y T1
(CP: 0,008) la tendencia de correlacion es posityvan el caso de T6 significativo
(P=0,00468), teniendo en cuenta que T6 es el dod&d-. verticillioides y T1 el
control de semilla, se destaca que a > rendimidatgranos, > es la incidencia Be

verticillioides

5. Discusion

Se estudié por dos afios consecutivos la influedeialos formulados biofungicidas
adheridos con aceite de parafina al 2%, sobrecldencia dd~usariumy el contenido
de fumonisinas en granos de maiz de plantas ceeaidampo.

La campafia 2009-2010 se caracterizé por tener Uicitdde precipitaciones a
diferencia de la campafia 2010-2011, en la cualofuenayores (total: 561 mm) y
estuvieron mejor distribuidas entre los meses dembre a marzo. Los bajos registros
pluviométricos de la campafia 2009-2010 afectagmifgiativamente el rendimiento de
granos a cosecha, con una media de 5474 kg/haificgmamente menor al
rendimiento medio obtenido en la campafia 2010-2@8672 kg/ha), favorecido

positivamente por las condiciones climaticas. Es1 dos ensayos se observo que las



relaciones grano — marlo obtenidas, coincidieron tws informes de la variedad
utilizada (Dekalb 747 MGRR2, anexo |), para la a@responde alrededor de 80-20%
para la zona agroecologica de Rio Cuarto, y enrgenas plantas crecieron sanas sin
sintomas de enfermedad aparente.

Al correlacionar el rendimiento de ambas campaggsuslo observar una tendencia de
coeficientes de Pearson negativa, justamente emftbas campafas existio una
diferencia significativa®=0,002). Teniendo en cuenta que el ensayo se deabo en

el mismo campo, se utilizé la misma simiente (ntBEzsegunda), el mismo formulado,
el mismo adhesivo, se sembrd y cosechd en fechdlsurgs e iguales condiciones, las
Unicas variables responsables de la diferenciande rendimiento niveles de toxinas
son las medioambientales, principalmente precijpites y temperatura, condiciones
que generaron en las plantas de maiz de la priamepaia un importante estrés hidrico
en etapas claves del cultivo, afectando el llerdgltos granos y consecuentemente, el
rendimiento a cosecha, a diferencia de la seguadapaia, donde las plantas no
sufrieron tales situaciones de estrés.

Por otro lado, cabe destacar que en ambas campafeasltivo, la incidencia dé.
verticillioides en granos cosechados no mostré diferencias gsigtifas entre
tratamientos y controles, sin embargo se observdi@mencias significativas en el
contenido de fumonisinas, que demuestra que ndeexisa correlacion entre el
contenido de toxina y la incidencia del patégendosngranos. En la campafia 2009-
2010, que registré un déficit de precipitaciones,riveles de FBfueron muy bajo<l
mayor nivel de mediana de FRie 202 ppb para Ta@( verticillioides, a diferencia de
la campafa 2010-2011, que registr0 mayor contedielohumedad, se detectaron
mayores niveles de FRon una mediana para T6 de 1069 ppb.

En ensayos realizados en el mismo campo, la congandn por micotoxinas no es
necesariamente la misma de un afio a otro. Hennjgenl. (2000) encontraron en
Argentina una marcada diferencia en términos deolgaminacion con fumonisinas
para las mismas variedades de maiz durante do®tadgs de cultivo consecutivas,
debido al hecho de que las condiciones ambienthfiesen de una temporada a otra.
Del mismo modo Pereira y col. (2010) en ensayango previos con ambos ACB, en
las campafias 2006-2007 y 2007-2008, demostrarotaguariables climaticas juegan
un rol fundamental en el contenido de fumonisifas. lo tanto, se puede inferir con
datos de cinco afios consecutivos de ensayos a agumepel factor clave que induce la

biosintesis del metabolito secundario, no seria koldisponibilidad de agua, sino la



interaccion de un conjunto de factores que genarancondicién de estrés para el
cultivo y el patdégeno.

El objetivo planteado para ambos ensayos a camysodéterminar la eficacia del
adhesivo aceite de parafina en el proceso de baatEm de las semillas con los
formulados liofilizados, sin alterar la efectividdd los biocontroladores.

Al comparar los tratamientos evaluados en el ensagampo del Cap. IV (campaia
2009-2010) con semillas bacterizadas sin adhedet@rminamos que la aplicacion de
ambos formulados produjo reducciones significatema®l contenido de fumonisina B
en los granos de maiz. El formulado a baseMdeoleovorans(T4), produjo una
reduccion del 77%, y el formulado a base RleamyloliquefaciengT2) causé una
reduccion del 50% aproximadamente. Dichos resudtadoincidieron con los
registrados en la campafia 2007-2008 por Pereidd ¥2911), en la cual se evidencio
una reduccion del 81% con indéculos dé. oleovoransy del 47% con B.
amyloliquefaciens.Tales resultados nos permitieron confirmar que flasnulados
liofilizados de ambos ACB, cultivados en medio aébde melaza con actividad acuosa
modificada osmoéticamente, tienen la capacidad detanar el potencial de las cepas
microbianas de disminuir el nivel de fumonisinaggeamos a cosecha.

Por el contrario, al evaluar los datos obtenidasuhe las dos campafnas consecutivas
con los mismos tratamientos y el adhesivo aceitgpalafina, no observamos los
mismos resultados. Las simientes bacterizadas aoriormulados y el adhesivo, no
generaron una reduccion significativa del contend la toxina en los granos
cosechados. En el primer ensayo, campafia 2009-20640fratamientos T4 M.
oleovorans+ AP) y T5 M. oleovorans + F. verticillioides- AP) generaron una leve
reduccion (35% y 3%, respectivamente) con respaatontrol (T1), y los tratamientos
con el formulado a base d& amyloliquefaciengT2 y T3) produjeron un aumento
significativo del nivel de toxina (287 % y 178%spectivamente). En el segundo
ensayo, campafa 2010-2011, el menor nivel de fusimas se registrd en el tratamiento
control (T1) con 655 ppb, cabe destacar ademas, lgsietratamientos T2 B
amyloliquefaciens- AP) y T4 (M. oleovoranst AP) registraron los mayores niveles de
toxina, con 1106 y 1230 ppb respectivamente, uelnivcluso mayor que T6F(
verticillioides). Estos datos sugieren que la aplicacion de loadtados liofilizados de
los agentes de biocontrol en combinacion con eteade parafina, generan una posible

estimulacion de la biosintesis de fumonisinas.



Como vimos en el Cap. lll, el proceso de bactermaimmplica el uso de adhesivos, que
permiten adherir el formulado a la superficie dedailla, sin alterar la germinacion de
las mismas, ni el potencial de biocontrol de losnégs microbianos que se apliquen en
la simiente (Scott, 1989). En base a los resultaidbsnidos durante dos campafas
consecutivas, concluimos que la bacterizacion deskmillas con los formulados
liofilizados y aceite de parafina como adhesivo, e® un método adecuado de
aplicacion de los formulados liofilizados de los B@. amyloliquefaciensy M.
oleovorans En los ensayom vitro seleccionamos el aceite de parafina como adhesivo,
dado que el mismo nos permitié obtener un pelleteadforme, permitio mantener la
mayor viabilidad durante el almacenamiento previa siembra y ademas, no afecté la
germinacion ni el crecimiento de las plantulas emrsayo de invernadero. En los
ensayos a campo, el agregado de aceite de pasfired proceso de bacterizacion,
demostr6 limitar y alterar la capacidad de ambaas®acterianas de reducir los niveles
de fumonisinas en los granos a cosecha. En ellCaleterminamos que los adhesivos
utilizados en el ensaym vitro son factores que pueden generar estrés a la planta
reduciendo el indice de estrés S/R (Kozdrgj y @d04), sin embargo, el aceite de
parafina no afecto de manera significativa dichdicew Es posible también, que el
adhesivo impermeabilice la cuticula de la semilapidiendo el paso de los ACB,
imposibilitando asi el control del patégeno enaofit

Bardin y Huang (2003) al determinar la eficacia diéerentes adhesivos en la
bacterizacion de semillas de remolacha con mateg@nica y los agentes de biocontrol
del damping-off, comprobaron que ninguno de loseattos probados aumento
significativamente el recuento bacteriano en lasilses en comparacion con las
semillas bacterizadas con agua. La bacterizaciéedsllas con suspensiones de agua
ha sido utilizada para la aplicacion de ACB en #amde tomate y colza, resultando un
procedimiento de recubrimiento exitoso, y ademésnjiiendo un eficaz control de las
enfermedades de marchitamiento (Nejad y Johns@®®)20

El proceso simple de humectar los formulados lzH#fdos con agua para adherirlos a las
semillas, permite mantener la capacidad y efe@d/ide ambos ACB. Si bien los
resultados obtenidos con este proceso son simaal@s obtenidos con la aplicacion de
in6culos liquidos en medio de cultivo, contamos lkeoventaja adicional que implica la

produccion, almacenamiento y manipulacion de umdado liofilizado.



CONCLUSIONES PARCIALES

Adaptacion fisiologica de los agentes de contradlbgico

. Bacillus amyloliquefaciensy Microbacterium oleovorans mostraron mejor
tolerancia a la bajayaen medio liquido y alta supervivencia al estrésgador, luego de

la manipulacion fisiolégica en medios de cultivo.

. Es posible mejorar la tolerancia de ambos ACB #&léssn vitro, lo cual
favorece el rendimiento durante el proceso de ftaondn, y permite a las células
mejorar la tolerancia al estrés hidrico de la fix@sde maiz.

. B. amyloliquefaciensy M. oleovoransposeen capacidad de sintetizar glicina-
betaina y ectoina bajo condiciones de estrés osmoti

. La manipulacion ecofisioldgica, sobre todo la eszage agua, puede aumentar
el potencial de control biolégico de verticillioides en el campo, bajo rangos dg a

mas amplios.

Produccion del indculo de los agentes de biocontrol

. El medio de cultivo MSB fue el elegido para la procion de biomasa de ambos
ACB, debido al alto crecimiento y buena produccaitinbiomasa, como también alta

supervivencia luego del liofilizado.



Incorporacién del biofungicida a la semilla. Estudide invernadero.

« La mayor viabilidad deB. amyloliquefaciensy M. oleovoransen semillas
pelleteadas, se obtuvo con el formulado liofilizaddas g 0,97 y 0,96; y aceite de
parafina (AP) como adhesivo.

* El recuento dd. amyloliquefaciensglisminuy6 a 5 log UFC/g de semilla luego de
21 dias de almacenamientay. oleovoransa 4 log UFC/g de semilla.

» El adhesivo AP no afect6 el crecimiento de plastdia maiz.

* El pelleteado de semillas, es un proceso eficazaplecacion de los ACB,
favoreciendo la colonizacion y proliferacion de lesdofitos antagonistas, ademas
dicho proceso, es sencillo y factible de aplicaelecampo.

Ensayo a campo con semillas bacterizadas con fool liofilizado y agua como

adhesivo

* F. verticillioides provoc6 una reduccion de la actividad edafica I@mca,
celulolitica y nitrificante) en el suelo no rizogé® de la planta de maiz.

* Los ACB B. amyloliquefacieng M. oleovorans no afectaron significativamente la
microbiota nativa.

» La concentracién de fumonising Bn granos de maiz cosechados, fue reducida
significativamente por los ACB. El tratamiento a@es Isimientes coM. oleovorans
produjo una reduccion mayor al 70% y el tratamiesto B. amyloliquefaciensnayor

al 50%.

» La aplicacion pre-siembra del formulado liofilizade ambos ACB en la simiente
de maiz, podria significar una importante mejor¢aecalidad de los granos obtenidos a

cosecha.



Incidencia de Fusarium verticillioides y contenidde fumonisinas en granos de maiz

de plantas con inflorescencias femeninas cubieryaso cubiertas

» La cobertura de las inflorescencias femeninas desfiigracion hasta la cosecha, no
impidio la infeccion de los granos de maiz powerticillioides.
* El incremento de temperatura y humedad dentro daolsa de papel sobre las

mazorcas, favorecio el incremento de los nivele&ia®nisinas en granos cosechados.

Ensayo a campo con semillas bacterizadas con fomwol liofilizado y aceite de
parafina como adhesivo

* La aplicacion pre-siembrdel formuladomejorado fisiol6gicamente a lg@®,97 y
aceite de parafina al 2% como adhesiwo, produjo reduccion del contenido de
fumonisinas en granos a cosecha, durante dos casgdafcultivo consecutivas.

* La bacterizacion de las semillas con formuladodiliiados y agua, como
humectante y adhesivo, es un proceso factible dizae en el campo, y permite
mantener la capacidad y efectividad de ambos ageetdiocontrol sobre la reduccién

de los niveles de fumonisina.B



ASPECTOS DE LA INNOVACION TECNOLOGICA A DESTACAR

. Los formulados bioldgicos elaborados poseen acti/iniofungicida, se aplican
a la semilla en el momento de la siembra como uasemilla, y protegen la simiente,
la planta y el fruto del maiz, reduciendo el coiterde toxinas peligrosas para la salud

humana en el grano cosechado.

. Los productos obtenidos son compatibles con loasaumillas convencionales
utilizados, se pueden aplicar y obtener los miseiestos en semillas comerciales

previamente curadas.

. Los formulados de ambos agentes de biocontrol atopgoteccion a la planta

de maiz para una micotoxina regulada por mercadesiacionales.

. Ambos formulados son inocuos, no producen efectatarales sobre los
microorganismos nativos, ni sobre las actividadesahianas del ecosistema del suelo,
protegiendo el medio ambiente donde se apligueemad no dejan residuos, no

generan resistencia.

. El proceso de produccion de los formulados y lasuimos requeridos son

econdémicos, con lo cual el producto final seridaie costo en el mercado.

. En cuanto a la competencia comercial de los forduga no existe en el

mercado nacional e internacional actual un prodoeatolas mismas caracteristicas.



Conclusion final

“Los formulados liofilizados elaborados con los atgs de biocontrol Bacillus
amyloliquefaciens y Microbacterium oleovorans, sproductos con accién
biofungicida de aplicacion pre-siembra, capaces mi®ducir una reduccion
significativa del contenido de fumonisinas en gsaaccosecha. Ambos formulados
son productos ambientalmente seguros, de bajo cpstacil aplicaciéon en el

campo.”
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Anexo |

Simiente utilizada en ensaywsVitro y en ensayos a campo.
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Frente a los diferentes factores de estrés que afectan al cultivo
(clima, insectos, enfermedades, ambiente) DEKALB presenta la
mejor defensa, incorporando las uUltimas tecnologias y seleccion
de germoplasma, para maximizar el rinde:

Los hibridos. DEKALB pdéaén el maximo potencial de rinde del mercado

— —
e

A través de afnos y diversos ambientes, los hibridos DEKALB muestran la mayor estabilidad de
rendimiento, viéndose menos afectados por los factores de estrés que otros hibridos. Esta
caracteristica es uno de los pilares de DEKALB, que combinando la seleccion de germoplasmas
tolerantes a enfermedades y condiciones ambientales, y las tecnologias de proteccién contra insectos
y malezas, le dan a la planta energia adicional para proteger el rendimiento en condiclones adversas.
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Fuente: ensayos propios (ECHOS) y de terceros, campaiias 2006, 2007 y 2008.
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internacionales, y bajo estrictos controles internos, que permiten garantizar
el mas alto Poder Germinativo y Prueba Fria del mercado. Entendiendo que
un cultivo exitoso se logra asegurando un éptimo stand de plantas desde el
inicio, sumamos el servicio DPS que complementa la propuesta de la marca.
Fuente: datos de andlisis internos. =1
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mercado frente al Mal de Rio IV,
lograda a través de un constante
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ANEXO I

|. Medios de cultivo

I.1. Agar nutritivo (AN)

Extracto de carne 39
Peptona de soya g5
CINa 849
Agar 159
Agua destilada 1000 mi

[.2. Caldo nutritivo (CN)

Extracto de carne 39
Peptona de soya g5
CINa 8¢
Agua destilada 1000 ml

[.3. Agar tripteina soya (ATS)

Tripteina 159
Peptona de soya 549
Cloruro de sodio 59
Agar 15¢g
Agua destilada 1000 mi

I.4. Caldo tripteina soya (CTS)

Tripteina 179
Peptona de soya 39
Cloruro de sodio 50
Fosfato dipotasico 25¢g

Suspender 30 g del polvo por litro de agua destildtezclar y calentar hasta disolver.

Distribuir y esterilizar en autoclave a 118-1211@ahte 15 minutos.



I.5. Agar Hojas de Clavel (CLA)
Agar 29
Agua destilada 100 mi

Hojas jovenes de clavel
Esterilizar en autoclave a 121°C durante 20 minufggegar 4-5 hojas de clavel
joévenes estériles por placa, cosechadas en laasethp mayor desarrollo y libres de

residuos de plaguicidas.

|.6. Agar agua
Agar 159
Agua destilada 1000 ml

I.7. Agar harina de maiz (MMEA)

Maiz molido 3049
Agar 15¢9
Agua destilada 1000 ml

[.8. Nash- Snyder modificado (PCNB)

Peptona 15¢g
POH.K lg
SOMg 7 H,0O 0,59
Agar ultra puro 209
Pentaclorodinitrobenceno 19
Agua destilada 1000 mi

Esterilizar en autoclave a 121°C durante 15 minukodriar hasta 45- 50°C, luego
agregar 20 ml de una solucién madre de sulfatsttegomicina (5%) y 12 ml de una

solucién madre de neomicina (1%).

[.9. Medio a base de melaza (MSB)
Melaza 209

Peptona de soja 10g
Agua destilada 1000 ml



1.10. Caldo nutritivo dextrosa (NYDB
Caldo nutritivo

Dextrosa
Extracto de levadura

Agua destilada

|.11. Caldo Capellini- Peterson

Carboximetilcelulosa
NO3; NH4

SOMg 7 H,O
Extracto de levadura
Agua destilada
Ajustar pH a 7.

Il. Soluciones

[I.1. Buffer fosfato salino (BPS)
CINa

CIK

POHNa,

POH-K

[1.2. Solucién amonificante (A):

Asparagina
POKH,
SO:Mg

CINa

(SOy)sFe
SO,Mn

Agua destilada

89
10g
59
1000 ml

19

0,59

19
1000 ml

89
0,29
1,15¢
0,2¢g

0,29
0,25¢
0,125¢
0,125¢g
0,0025 g
0,0025 g
1000 mi



[1.3. Solucién celulolitica (C)
POKH,

SOMg

(SQy)sFe

NOs;Na

Agua destilada

[1.4. Solucién nitrificante (N)
POKH,

SO:Mg

CINa

(SQy)sFe

SO,Mn

SOy (NH 4)2

COsCa

Agua destilada

[1.5. Solucién Derivatizante (para HPL:C)

O- phthaldialdehido
Metanol
2- mercaptoetanol

Tetraborato de Sodio

I1l. Reactivos

I11.1. Reactivo de Nessler

Solucion A
I,Hg

IK

Agua destilada
Solucion B
KOH

Agua destilada

1g

0,59

0,01¢g

059
1000 ml

0,25¢g
0,125¢
0,125¢g
0,0025 g
0,0025 g
05¢
1g

1000 mi

40 mg
1mg
50 pl
5ml (0,1 M)

5049
36,59
100 ml

150 g
1000 ml



I11.2. Reactivo Difenilamina sulfurico

Difenilamina 10g
SOiH> 1000
Agua destilada 200 ml
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