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Resumen

El almacenamiento de granos como frijol, trigo, maiz, entre otros, sufre grandes afectaciones
por la invasion de insectos plaga que generan efectos negativos como disminucion en el valor
nutricional y pérdida de peso, asi como cambios en la temperatura y humedad del

almacenamiento que propician condiciones para la proliferacién de microorganismos.

El control quimico es la forma mas efectiva para atacar estos insectos plaga. Sin embargo, estos
compuestos presentan complicaciones toxicolégicas y ambientales, que ameritan la busqueda
de alternativas de control. Asi surge la idea de buscar en microorganismos provenientes de
ambientes marinos, como fuente novedosa de compuestos con actividad biologica,

compuestos organicos volatiles (COVs) con actividad insecticida.

En este trabajo se exploraron 21 aislamientos bacterianos provenientes del caribe colombiano
como fuente de COVs. Para ello se desarrollé6 e implement6 un bioensayo insecticida que
permitié seleccionar cuatro aislamientos bacterianos como posibles fuentes de COVs con
actividad insecticida sobre el insecto T. castaneum. Asi se estudiaron los COVs liberados por
los aislamientos bacterianos identificados como PNM-39 (Paenibacillus sp.), PNM-123

(Paenibacillus sp.), PNM-143 (Streptomyces sp.) y PNM-201 (Paenibacillus sp.).

La extraccién de los COVs se realizé por microextraccidn en fase solida (HS-SPME) y los
perfiles metabolicos volatiles (PMVs) se analizaron mediante cromatografia de gases acoplada
a espectrometria de masas (GCMS). Se identificaron diversos grupos funcionales entre los que
se destacan monoterpenos, sesquiterpenos, esteres alifaticos y compuestos aromaticos en el
aislamiento PNM-143; cetonas alifaticas, metilcetonas y compuestos aromaticos en los

aislamientos PNM-123 y PNM-201; y compuestos azufrados en el aislamiento PNM-39.

Con el fin de corroborar la actividad insecticida de los COVs identificados, se realizd un
bioensayo de modelo fumigante frente a los insectos Sitophilus zeamais, Sitophilus oryzae y
Tribolium castaneum. Asi se determiné que los compuestos con mayor actividad insecticida

fueron benzotiazol (LCs0 33,5 pmol. L1 frente T. castaneum y LCso 3,3 pmol. L1 S. zeamais) y 2-
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heptanona (LCso 27,96 umol. L-1 frente a S. oryzae), l1a cual es semejante a la obtenida con el

insecticida comercial Nuvan50EC® usado como control.

Palabras clave: bacterias aisladas de ambientes marinos, compuestos organicos

volatiles, actividad insecticida, T. castaneum, Sitophilus spp.
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Abstract

The storage of grains such as beans, wheat, corn, among others, suffers great damage due to
the invasion of insect pests that generate negative effects such as a decrease in the nutritional
value and weight loss, as well as changes in the temperature and humidity of storage which

creates conditions for the proliferation of microorganisms.

Chemical control is the most effective way to attack these insect pests. However, these
compounds present toxicological and environmental complications, which require the search
for control alternatives. In this way, microorganisms from marine environments becomes as a
novel source of compounds with biological activity and as source of volatile compounds with

insecticidal activity.

In this work, 21 bacterial isolates from the Colombian Caribbean were explored as a source of
VOCs. An insecticidal bioassay was developed and implemented to select four bacterial
isolates as possible sources of VOCs with activity against T. castaneum insect. Thus, VOCs
released by bacterial isolates identified as PNM-39 (Paenibacillus sp.), PNM-123 (Paenibacillus
sp.), PNM-143 (Streptomyces sp.) and PNM-201 (Paenibacillus sp.) were studied.

The extraction of the VOCs was carried out by solid phase microextraction (HS-SPME) and the
volatile metabolic profiles (PMVs) were analyzed by gas chromatography coupled to mass
spectrometry (GCMS). Several functional groups were identified, among which monoterpenes,
sesquiterpenes, aliphatic esters and aromatic compounds on PNM-143; aliphatic ketones,
methyl ketones and aromatic compounds in PNM-123 and PNM-201 isolates; and sulfur

compounds in PNM-39.

In order to corroborate the insecticidal activity of the identified VOCs, a fumigant model
bioassay was carried out against insects Sitophilus zeamais, Sitophilus oryzae and Tribolium
castaneum. It was determined that the compounds with the highest insecticidal activity were
benzothiazole (LCs0 33.5 pmol L-1against T. castaneum and LC50 3.3 umol L-! S. zeamais) and
2-heptanone (LC50 27.96 pumol L -1 against to S. oryzae), which is like that obtained with the

commercial insecticide Nuvan50EC® used as a control.
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Introduccion

Colombia es un pais donde la agricultura juega un papel importante en el desarrollo econémico
del pais, pues es la fuente principal de ingresos al area rural, hace un aporte significativo al
avance econdmico, la mitigacién de la pobreza, la seguridad alimentaria y el desarrollo
sostenible del pais. A su vez, la agricultura colombiana es muy diversa gracias a sus pisos

térmicos y el arduo trabajo que realizan sus campesinos(1).

Las ultimas cifras reportadas por el ministerio de agricultura para el sector agricola en el afio
2017 reportan que éste crecié 4,9% respecto al afio 2016 y que se espera que para el 2018 el
crecimiento este alrededor del 6,0%. Las cifras reportadas corroboran el buen trabajo de los
nuevos proyectos de innovacién, propuestos por el ministerio de Agricultura, como “Colombia
siembra” el cual se encuentran promoviendo el desarrollo del agro en el pais y asi generando

mayor produccion agricola(2).

Segtn el Banco de la Republica los principales productos agricolas que aportan a la economia
del pais son el café, el cacao, el arroz, el maiz y otros granos (1). La produccién de estos ultimos
es periddica, mientras que el consumo es permanente, asi pues, se requiere hacer un debido
almacenamiento de éstos para garantizar su abastecimiento durante todo el afio. Dicho
almacenamiento requiere de ciertos tipos de cuidados y condiciones ambientales. En este
punto juegan un rol muy importante la humedad y la temperatura, ya que estos factores son
los encargados de mantener el grano hidratado y con el menor deterioro posible. No obstante,
hay otros factores que pueden influir en la preservacién del grano como el ataque de hongos,

insectos y roedores(3).

En Colombia las plagas de mayor importancia econdmica son los gorgojos, que ocasionan
pérdidas de alrededor del 10% de la toda la produccién en granos almacenados, conllevando
a pérdidas en el peso, disminucién del valor nutricional y del poder germinativo, mal olor e

incluso generan condiciones para la proliferaciéon de microorganismos. En la actualidad se ha
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hecho la mayor cantidad de esfuerzos para controlar los insectos puesto que estos son una
plaga, ya que presentan tazas de reproducciéon bastantes altas y poseen mecanismos de
infestacion mediado por feromonas, los cuales les permiten invadir toda una zona en muy poco

tiempo(4).

Dentro de las plagas de mayor importancia econdémica, se destacan los insectos del género
Sitophilus spp., considerados una plaga primaria que se caracterizan por atacar los granos en
campo antes de su trasladado al almacenamiento. En este ciclo de infestacion suelen aparecer
las plagas secundarias las cuales se alimentan de los granos dafiados por plagas primarias o
granos partidos. Como representante de este grupo se encuentran insectos del género
Tribolium spp. (5)(6). En general ambos géneros de insectos tienen una capacidad de

alimentacion amplia y se multiplican con facilidad(7).

En la actualidad existen diferentes formas de realizar el control de dichos insectos tales como,
control fisico, bioldgico y quimico, siendo este ultimo el mas efectivo. El control quimico se
realiza basicamente por la dispersion en el ambiente de insecticidas sintéticos, que generan
una atmdsfera con una concentraciéon letal para los insectos. Otras aplicaciones usan
sustancias quimicas so6lidas que se trituran y esparcen sobre los granos. Los insecticidas
comerciales mas empleados son: Nuvan50®, Malathion®, Diclorvac®, Carbaryl®, entre
otros(5)(8) . Dada la alta solubilidad en agua, la adsorcién en la superficie del grano tratado
y/o del suelo y su baja especificidad, estos insecticidas generan contaminaciéon ambiental y

resistencia (9).

Es asi como surge la necesidad de encontrar nuevos compuestos con actividad insecticida. Asi
se ha explorado a la naturaleza como fuente de compuestos que no afecten significativamente
un mismo nicho ecoldgico (10). En los dltimos 10 afios, los microorganismos aislados de
ambientes marinos se han estudiado como fuente de compuestos con actividad bioldgica.

(10)(11)(12).

El caribe colombiano ofrece una diversidad de microorganismos, que liberan compuestos
organicos volatiles (COVs) que pueden estar asociados con procesos de comunicacion, alerta y
defensa contra predadores(13). Es asi como en este trabajo se explora por primera vez la

actividad insecticida de la fraccion volatil liberada por microrganismos aislados de ambientes
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marinos. Para ello se disefi6 un bioensayo para evaluar y medir la actividad insecticida de los
COVs liberados por bacterias frente a Tribolium castaneum. Asi se seleccionaron las bacterias
mas promisorias en esta actividad para estudiar su fraccion volatil (capitulo 2). Se
identificaron los COVs presentes espacio de cabeza del bioensayo (capitulo 3). Finalmente, la
actividad insecticida de los compuestos identificados se evalud contra los insectos Sitophilus

zeamais, Sitophilus oryzaey Tribolium castaneum (capitulo 4).

Los resultados obtenidos son promisorios y ofrecen una alternativa para el desarrollo de

insecticidas que permitan el control quimico de insectos por fumigacidn.






1. Capitulo 1: Marco tedrico

1.1 Principales insectos plaga en granos almacenados

Los cereales se cultivan en grandes hectareas anualmente en todo el mundo para garantizar la
provision adecuada de granos a toda la poblacion. La producciéon mundial de maiz, arroz, soja
y trigo durante el 2017 fue alrededor de tres millones de toneladas (14). Con el fin de
garantizar la seguridad alimentaria, los granos se conservan en bodegas y almacenes para
servir como fuente de suministro durante todo el afo. Sin embargo, los granos son muy

susceptibles a la infestacion por insectos plaga(15).
A la fecha se registran 250 especies de insectos-plaga que afectan los productos almacenados
de los cuales 20 son considerados de gran importancia. En la Tabla 1-1 se presentan las

principales plagas encontradas en zonas tropicales.

Tabla 1-1 Principales insectos plaga que afectan el almacenamiento de granos (6)

Nombre cientifico Nombre comiin

Sitophilus zeamais Picudo del maiz

Sitophilus oryzae Picudo del arroz

Tribolium castaneum Gorgojo castafio de la harina
Tribolium confusum Gorgojo confuso de la harina
Sitotroga cerealella Polilla dorada del maiz
Plodia interpunctella Polilla de la harina
Acanthoscelides obtectus Gorgojo del frijol

Zabrotes subfasciatus Boheman  Gorgojo pinto del frijol
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Los insectos-plaga varian de acuerdo con la regién y el periodo de almacenamiento. Segun el

dafio causado al grano, los insectos se clasifican en especies primarias y secundarias.

Las especies primarias se caracterizan por atacar al grano limpio y seco y generan la
primera infestacién. Son los mas nocivos durante el almacenamiento ya que al terminar su
ciclo reproductivo dejan el grano picado y lleno de huevos. Los dafios de estos comienzan en
campo y son trasladados a los lugares de almacenamiento. Representantes de este grupo estan
el gorgojo del maiz (Sitophilus zeamais), Polilla dorada del maiz (Sitotroga cerealella), el

gorgojo pinto del frijol (Zabrotes subfasciatus Boheman), entre otros.

Las especies secundarias no son capaces de atravesar la barrera de proteccion de los
granos asi que se alimentan de, granos dafiados por especies primarias, granos partidos,
productos y subproductos de la molienda, y procesados. La capacidad de alimentacién de estos
insectos es bastante amplia. Se multiplican con facilidad debido a ciclos cortos de reproduccion
y el nimero de individuos generados por ciclo. De los mas importantes de este grupo estan el
gorgojo rojo de la harina (Tribolium castaneum), la polilla de la harina (Plodia interpunctella)

y el carcoma dentado (Oryzaephilus surinamensis), entre otros.

Las pérdidas por insectos-plagas se encuentran entre 10 y el 20% al nivel mundial, pero en
zonas como los trépicos ascienden hasta el 40%, lo cual representa una gran pérdida para el
PIB de paises como el nuestro. Los principales efectos directos tras la alimentacién de estos
insectos son la pérdida en peso, pérdida de la capacidad germinativa, disminucién del valor
nutricional, mal olor, aumento en contenido de acidos grasos lo cual se relaciona con la
rancidez de los granos. Efectos indirectos asociados a los insectos-plaga son la generacion de
condiciones de humedad y temperatura para que se desarrollen otras especies de insectos, en
si, estas mismas contribuyen a generar condiciones de proliferacién de hongos y otros

microorganismos(5)(16)(17).
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1.1.1 Insectos del género Tribolium sp.

El género Tribolium se encuentra constituido aproximadamente por 30 especies. Varias de
estas especies son asociadas a plagas de almacenamiento como T. castaneum y T. confusum,
comunmente conocidos como gorgojos de la harina, los cuales generan impactos econémicos
bastante graves debido a su distribucién cosmopolita y su afinidad al grano almacenado.

Ademas, estos insectos poseen una larga historia de uso como organismo modelo (18).

Tribolium castaneum en forma adulta es delgado, de color rojizo marrén y forma aplanada, este
mide alrededor de 3 a 4 mm, posee antenas y 3 segmentos redondeados al lado del térax
(Figura 1-1). Posee alas y vuelas a distancias muy cortas. El insecto en estado larvario mide
alrededor de 4 a 10 mm posee un cuerpo duro, cilindrico y tiene un color blanco con manchas

amarillas (19).

Reino: Animalia

Filo: Arthropoda

Clase: Insecta

Orden: Coleoptera

Familia: Tenebrionidae
Género: Tribolium

Especie: Tribolium castaneum

Figura 1-1 Morfologia de Tribolium castaneum. Tomado de (20)
Ciclo de vida

El ciclo de vida incluye 4 estadios: huevo, larva, pupa y adulto (Figura 1-2). Los huevos son
microscopicos de color blanco brillante. La etapa de huevo dura tipicamente 4-5 dias en
condiciones ideales de crecimiento en laboratorio. Las larvas son similares a gusanos y de color
blanco amarillento. En éptimas condiciones, esta etapa tarda alrededor de 2-3 semanas. Las
pupas son de color claro y blanco. Las pupas no poseen locomocién. Los sexos son dimoérficos
y facilmente diferenciables como pupas, porque las hembras poseen papilas genitales mas
grandes en comparacion a las de los machos. En un ambiente la etapa pupal puede durar 5-6

dias. El ciclo de vida tipico de huevo a adulto en el laboratorio puede tardar 4 semanas en
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condiciones dptimas de comida, temperatura y humedad. Sin embargo, la tasa de crecimiento
de desarrollo de huevo a adulto varia mucho puede ser hasta de 9 semanas. Lo adultos pueden

vivir hasta 3 afios, aunque la vida til de estos es de 1-6 meses (21).

Life Cycle

Pupa

;‘.\.‘

)

£ Complete ‘
1 metamorphosis
g

n.

Figura 1-2 Ciclo de reproduccién de Tribolium castaneum. Tomado de (22)

1.1.2 Insectos del género Sitophilus sp.

Los insectos del género Sitophilus, conocidos coloquialmente como gorgojos. Pertenecen a la
familia curculionidae y las especies mas representativas de este género son el gorgojo de arroz
(S. oryzae), el gorgojo del trigo (S. granarius) y el gorgojo del maiz (S. zeamais). Los gorgojos
del arroz y el maiz tienen una distribucion casi cosmopolita y se proliferan en las zonas mas
calidas del mundo, en Europa se encuentra proliferando principalmente el gorgojo del
trigo(6).Estos atacan cultivos en crecimiento, asi como granos almacenados entre los que se
encuentran trigo, arroz, sorgo, avena, cebada, centeno, arvejas y semillas de algodén. También
infesta otros tipos de productos de cereales almacenados y procesados, como la pasta, la yuca
y varios granos gruesos y molidos. Incluso se sabe que ataca algunas frutas durante el

almacenamiento, como las manzanas.
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El insecto hembra abre un orificio al grano deposita un huevo, generalmente un huevo por
grano individual. Esta sella el agujero con una secrecién. La larva se alimenta y se desarrolla
en el interior de grano hasta pupa. Por lo general, deja el grano completamente hueco hasta
que se convierte en adulto. La infestacion por Sitophilus spp. produce gran cantidad de calor y
humedad, lo que favorece la pérdida de calidad del grano, el crecimiento de hongos y de

poblaciones de otras especies de insectos(18).

El insecto S. zeamais tiene una longitud de 2,5 a 4 mm es de color marrén y tiene cuatro
manchas de color rojizo en las cubiertas de las alas. Su vecino mas cercano es S. oryzae y suelen
confundirse entre ellos. Sin embargo, existen varias caracteristicas que los diferencian entre

ellos, como se muestran en la Tabla 1-2.

Tabla 1-2 Diferencias entre S. zeamais y S. oryzae. Tomado de (23) (24)

Morfologia Sitophilus zeamais Morfologia Sitophilus oryzae

Hocico
Antenas

Hocico

Fosas

4cm
Manchas sobre
las alas
| Patas
Tamafio 2,5-4 mm Tamafio 2,1-2,5 mm
Hocico delgado (0,5 mm) Hocico largo (1mm)
Cuatro manchas de color rojizo | Color marrdn rojizo o negro con cuatro
cubiertas en las alas manchas amarillas
Antenas acodadas Antenas largas y puntudas

Ciclo de vida

En la Figura 1-3 se muestra el ciclo de vida de los insectos del género Sitophilus. Este dura
alrededor de 36 dias. La hembra mastica la superficie del grano, creando un agujero. A
continuacion, deposita un pequefio huevo blanco ovalado. Solo se pone un huevo dentro de
cada grano y es capaz de depositar de 8 a 10 huevos por dia. El huevo mide 0,7 mm y tiene

forma ovalada y eclosiona de 3-5 dias después de ser ovipositado. De este salen larvas blancas,
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sin patas, de cuerpo grueso con cabeza pequefia. Estas permaneceran adentro y comenzara a
alimentarse del grano. Posee 4 estadios larvales por los cuales pasa en un periodo de 19-34
dias. Las larvas puparan mientras estan adentro. Estas pupas son de color blanco, con algo de
semejanza al adulto, con cabeza redonda, patas dirigidas hacia el cuerpo y alas cubriéndolos.
Tarda de 3-6 dias en pasar de ninfa a adulto. luego masticaran un orificio de salida circular, y
emergeran como un escarabajo adulto. Una sola hembra puede poner de 300 a 400 huevos
durante su vida. Los adultos pueden vivir de 5 a 8 meses. Las condiciones de reproduccion

requieren temperaturas entre 15 y 34 ° C y 40% de humedad relativa(25).

/7N
>
>,/

—

Pupa

NP

Figura 1-3 Ciclo de vida de los insectos del género Sitophilus. Tomado de (24)

Larva

1.2 Control quimico para control de insectos en granos
almacenados

Si bien existen diversas formas de control, el uso de productos quimicos mediante la aspersion
o difusion de polvos o liquidos con el fin de generar la mortalidad completa de los insectos y la

prevencion de crecimientos de insectos es la mas empleada y eficaz.
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Tratamiento preventivo: Se realizan sobre el grano, tratando de generar condiciones
inadecuadas para el desarrollo de plagas. En esta caso, también se trata con polvos o liquidos
que se espolvorean o rosean sobre el grano en movimiento. En muchos casos los sé6lidos que
acompanan los plaguicidas en polvo pueden afectar la residualidad del mismo; ademas, la
presion de vapor de los liquidos les da posibilidad a estos de actuar con rapidez y ejercer
control parcial sobre insectos jovenes u ocultos en el grano. Es de resaltar, que algunos de los
solidos inertes que acompaiian la formulacién de los polvos pueden afectar el porcentaje de
humedad del grano disminuyendo asi su peso. Esta afectacién perjudica al trigo ya que una
forma de comercializar este, establece un porcentaje de humedad, como una caracteristica

para su compra(26).

Luego de que una plaga ya ha invadido completamente una bodega o silo se debe requerir al
tratamiento curativo, el cual puede ser de dos clases: Tratamiento de insecticida por
contacto: Este consiste en cubrir el grano con una pelicula de insecticida que actiia en contacto
con los insectos, con efectos que varian en rapidez y resistencia. Estos productos vienen en
diversas formas (polvos para espolvorear, polvos para mezclar con agua, concentrados
liquidos o fumigantes). Para el grano que se almacenara al granel, el insecticida se espolvorea
directamente en el grano por pulverizacion antes de que lo silos se llenen. Para
almacenamiento en bolsas, el grano se mezcla con el polvo y luego se embolsa. Con el fin de
evitar la reinfestacion en las bolsas se esparcen cantidades considerables del polvo mientras
se apilas las bolsas y durante el periodo de almacenamiento. La maquinaria para remover el
polvo aplicado puede ser un plumero mecanico e incluso un plumero motorizado(27).
Ejemplos de este tipo de insecticidas y sus dosis recomendadas por la FAO para tratamiento

por contacto son mostrado en la Tabla 1-3.

Tratamiento de insecticida por fumigacion: La fumigacidn es un tratamiento que elimina
los insectos del grano almacenado por medio de un gas venenoso llamado fumigante. Esta
sustancia producida y concentrada como un gas, es letal para especies vivas especificas. A
diferencia de los polvos de contacto, el fumigante penetra en el interior de la masa de los
granos y alcanza las formas incipientes (huevos, larvas) en gran parte invisibles que
desarrollan alli. Los fumigantes se difunden por toda el area donde fueron asperjados, por lo
tanto, se usan en un recintos totalmente sellados. Asi pues, cuando el grano a granel se fumiga,

los contenedores deben estar completamente sellados herméticamente. Para el grano
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almacenado en bolsas, el método habitual es cubrir la bolsa con unas lonas que permanezcan
aseguradas al suelo. La eficacia de la fumigacién depende de la concentracion real del gas y del

tiempo durante el cual se fumiga el grano. (29)

Tabla 1-3 Insecticidas recomendados y su dosis de aplicacion (28)

Insecticida Aditivo para polvo con = Tratamiento de superficie (g/m3)
cereales (ppm) Paredes Bolsas
Malation ® 8-12 1-2 1-2
Pirimifos de metilo® 4-10 0,5 0,5
Fenitrotion® 4-12 0,5 0,5-1
Clorpirifos metilo® 4-10 0,5-1 0,5-1
Diclorvos® 2-20 0,5 -
Metacrifos® 5-15 0,2 0,4
Lindano® 0,5 - -
Piretrina® 3 0,1 -
Resmetrina® 2 - -
Fenotrina® 5 - =
Permetrina® 0,05-0,1 0,05-0,1 -
Carbaril® 5-10 1-2 -
Bendiocarbo® 0,1-0,2 - -
Dixiocarbo® 0,4-0,8 - -

Dentro de los gases mas utilizados para tal fin esta fosfina, el cual puede ser aplicado por
aireacion y por via de fosfuro de aluminio o fosfuro de magnesio, estos ultimos son s6lidos y
reaccionan con la humedad de la atmosfera para producir el gas fosfina. El manejo de fosfuro
de aluminio (AIP) no debe hacerse a temperaturas inferiores a 5°C o si el contenido de
humedad es menor al 10%. Cuando los insectos son expuestos a este gas por suficiente tiempo

es capaz de aniquilarlos en todas la etapas de crecimiento (huevos, larvas, pupa y adultos).
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Desafortunadamente, la mayoria en de casos las fumigaciones se han llevado en lugares que
no fueron disefiados especificamente para este método de desinfestaciéon. Como consecuencia,
la mayoria no son capaces de retener los gases lo suficientemente bien como para

proporcionar un control completo de los insectos.

Los recientes programas de investigacién han demostrado la posibilidad de construir recintos
de almacenamiento especialmente disefiados para tal fin, donde estos pueden cerrarse
herméticamente logrando una fumigacién efectiva usando métodos de dosificacion escalonada
de fosfuro de aluminio. Los nuevos sistemas que han implementado en paises desarrollados
incluyen la fumigacién con chimenea laminada, este consiste en ductos de ventilaciéon que se
abren y se cierran automaticamente para la liberacion de fosfina en el almacén. Otro equipo
muy util es sistemas circulatorios de fosfina, este sistema consiste en tuberias en el interior del
almacén que permitan liberar fosfina en el interior de cualquier parte del almacén teniendo
asf mas acceso a los granos mas profundos. Silos gases son aplicados en mayores a dosis a la
recomendadas pueden dafiar la germinacion de los granos. La fosfina es capaz de generar
corrosién en algunos metales (oro, bronce, cobre y plata) a altas temperaturas y humedad, por
lo que se deben tomar precauciones dentro del almacén. Este método tiene la desventaja de
ser un procedimiento riesgoso para quien lo aplique, por lo que requiere de personal
capacitado que acate todas las normas de seguridad y los tiempos de ventilacién para evitar

cualquier tipo de accidente (5,28,30,31,33).

En la actualidad Colombia no cuenta con sistemas automatizados como los presentados en el
control quimico, las metodologias usadas en nuestro paises son mas del tipo convencional y de
bajo costo. Uso de insecticidas econdmicos y que por lo general presentan un riesgo para la
salud humana y otras especies, dado su alto grado de contaminacién y toxicidad, de ahi que
nazca la propuesta de generar una alternativa de bajo costo y no que genere toxicidad y dafios

ambientales.

1.3 Microorganismos como fuente de compuestos con
actividad insecticida.

Los microorganismo son organismos microscopicos que pueden existir en forma unicelular o

colonias de células. Su existencia se sospecha desde la antigiiedad, pero su estudio comenz6



14 control de insectos de granos almacenados mediante volatiles provenientes de
bacterias marinas del caribe colombiano

en 1670 por Antonie van Leeuwenhoek, hacia 1850 Pasteur, descubri6 que los microrganismos
eran los responsables del deterioro de los alimentos. Posterior a ellos ya vinieron
investigaciones tales como microorganismos causantes de enfermedades como el antrax,

tuberculosis y célera(33).

Asi pues, nacen las investigaciones acerca de los microorganismos y su posibilidad de
aplicaciones en diferentes lineas de las ciencias, de las primeras investigaciones esta el
aislamiento de la penicilina a partir de hongos del género Penicillium. Usada para combatir
infecciones bacterianas provenientes de bacterias Gram positivas(34). Ya Hacia la década de
los 70 se potencié el estudio de los microorganismos como fuente de compuestos con

actividades bioldgicas interesantes (35).

Los microorganismos pueden llegar a ser una fuente promisoria de nuevos compuestos, ya que
estos se caracterizan por tener un facil crecimiento y buena capacidad para adaptarse a
diferentes nichos ecolégicos, con variaciones ambientales extremas en algunos casos, de ahi
que produzcan compuestos agresivos que les permitan defenderse y adaptarse a un medio
especifico. Basados en esta premisa es posible ver a los microorganismos como una fuente
inagotable de compuestos y versatilidad para ser cultivados a nivel de laboratorio ya que
presentan tazas de crecimientos muy rapidas y la posibilidad de escalar a niveles de
biorreactor (1000L), lo cual genera un interés biotecnolégico para el desarrollo de productos
comercializables(36). Siendo asi, en la actualidad el estudio de los microorganismos en el
campo de la medicina ha permitido reportar moléculas aisladas de estos con actividades:
antivirales, antimicrobianas, anticancerigenas, entre otras. Ahora se esta innovando en otros
campos de la ciencia como la posibilidad de ser usado en el ambito agricola para el desarrollo

biocontroladores de fitopatogenos e incluso productores de compuestos insecticida.

De los primeros reportes de compuestos con actividad insecticida a partir de microorganismos
tuvieron sus inicios a principios del siglo XXI con la identificacidn de proteinas cristalina (Cry)
con actividad insecticida producidas por Bacillus thuringiensis contra larvas de mariposas del
género lepidoptera. Investigaciones como estas abrieron el paso a diferentes investigaciones

e incluso la busqueda de metabolitos secundarios con esta actividad en particular(37). Este es
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el caso del bis(2-etilhexil) ftalato aislado de Streptomyces rimosus a partir de un medio de
cultivo liquido de esta bacteria, dicha molécula tiene actividad insecticida contra el vector de

enfermedades Culex quinquefasciatus en diferentes estadios de crecimiento del insecto(38).

Asi pues, como Streptomyces también se encuentran microorganismos de otros géneros que
producen compuestos con actividad insecticida dentro de estos estan los pertenecientes a los
géneros Schizophyllum, Muscodor, Achromobacter, Pseudochrobactrum, Lysinibacillus,
Wautersiella, Purpureocillium, Oscillatoria, Lyngbya, Phormidium, Proteus, Arthrobacter,
Paenibacillus y Streptomyces. Estos productores de compuestos como péptidos, lactonas
macrociclicas, glucolipidos entre otros(39)(40)(41)(42). Los compuestos mencionados

anteriormente son aislados a partir del extracto organico de un medio liquido de cultivo.

1.4 Compuestos organicos volatiles liberados por
microorganismos como solucion para el control de
insectos.

Anteriormente se mencioné que los compuestos con actividad insecticida son aislados de
extractos organicos en medio liquido. No obstante, los microorganismos también presentan
otro tipo de producciéon de compuestos organicos de naturaleza volatil. Los microorganismos
usan los compuestos organicos volatiles (COVs) para diferentes funciones dentro de estas: la
comunicacidon, la alerta, la defensa contra predadores, regulacion de ciclos metabdlicos,
productos de degradacion, entre otros. Los estudios en COVs provenientes de
microorganismos son muy recientes y se reportan de menos de 15 afios y en la actualidad se
encuentra evaluando la posibilidad de que estos COVs presenten las mismas actividades
bioldgicas que presentan los metabolitos aislados de extractos organicos. La dltima revision
presentada por Audrian y colaboradores reportan las ultimas actividades bioldgicas
encontradas paralos COVs tales como: promotores del crecimiento y diferenciacion en plantas,
induccién de resistencia en plantas contra fitopatégenos, antibacterial, antifiingica,
antifouling, inhibidores del quorum sesing, nematicida, inhibidores del biofilm e

insecticida(43).
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En este orden de ideas, se han empezado a evaluar a los microorganismos como fuente de
compuestos volatiles con actividad insecticida se han reportado moléculas con grupos

funcionales cetona, alcohol, aromatico; como los mostrado en la Figura 1-4. (43)(44)(45)

OH
(j\/\/\ I Q/\/
0~ o CHy HsC Z7200

6-pentil-2H-piran-2-ona 1-octen-3-ol 4-(2-hidroxietil)-fenol
0 CH,
H H3C\ /S\ /CH3
S S
OH
HsC CH;
Benzaldehido trisulfuro de dimetilo Citronelol

Figura 1-4 Algunos de los compuestos organicos volatiles insecticidas reportados

Las moléculas anteriormente presentadas poseen la capacidad de controlar insectos-plaga y
de éstas, solo 1-octen-3-ol ha sido reportado con actividad insecticida contra T. castaneum con
una concentracién letal 50 (LCso) de 0,13 mM. Los otros compuestos son insecticidas para otras

especies de insectos(39).

El estudio en COVs en la actualidad se encuentra en auge, algunos autores han planteado
diferentes métodos de extraccién de estos y la identificaciéon de los COVs la realizan por
cromatografia de gases acoplado a espectrometria de masas (GCMS). Los problemas que han
presentados algunos de estos estudios es que han reportados COVs que son liberados por el
medio de cultivo. Los compuestos detectados en el blanco de los medios de cultivo, son
pertenecientes a varias clases quimicas : hidrocarburos, alcoholes, aldehidos, cetonas, acidos
carboxilicos, ésteres, lactonas, furanos, pirranos, pirroles, pirazinas, piridinas, fenoles,

tiofenos, tiazoles, tiazolinas, oxazoles y otros compuestos de nitrogenados y, corresponderian
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a productos de reacciones térmicas ocasionadas durante el tratamiento de esterilizacién, en el
que se favorecen procesos como el de Maillard, oxidacion lipidica, y la degradacién de la
tiamina e interacciones entre los productos de estas tres vias. Ya que en el medio de
crecimiento se cuenta con los sustratos necesarios para llevar a cabo dichas

reacciones(46)(47).

Asi pues, realizada toda la revision anteriormente descrita demuestra que, si es posible que los
COVs provenientes de microorganismos tengan la actividad objetivo, ahora bien, se debe
pensar en la bisqueda de un bioensayo que permita evaluar cuales podrian ser las bacterias
mas promisorias para ser estudiadas en este trabajo, por lo cual nace la necesidad de la
implementacion de un bioensayo insecticida que permita determinar la actividad insecticida

de los COVs liberados por bacterias.

1.5 Bioensayos de actividad insecticida volatil de
microorganismos.

En la actualidad no se poseen bioensayos estandarizados que permitan que evaluar la
actividad insecticida mediada por volatiles liberados por microorganismos, luego de realizar
revisiones en la literatura que permitieran realizar adaptaciones. Se encontré un bioensayo de
actividad repelente mediada por volatiles liberados de un hongo. Este se muestra en la Figura

1-5.

Agar Plug
Regulator, Air Flow {control) Wheat Plant ¥-Tube

Purifier, Direction

Humidifier 5‘”"3’#@%?@131 7 W
| C%UM ] ) e
Air Pump (—\ @Qm

Agar Plug Wheat Plant
(M. vitigenus)

Figura 1-5 Bioensayo de actividad repelente mediada por volatiles liberados por el hongo
Muscodor vigitineus en el insecto plaga Cephus cintus(41).

Este Bioensayo estad compuesto por en un tubo en Y, un compresor, extensiones al compresor,

las muestras a analizar son inoculadas en su respectivo medio de cultivo. El bioensayo consiste
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en ubicar en el inicio del tubo el insecto. Luego de la divisién del tubo, se conectan las extension
las cuales iran a dos salidas de aire que presenta el compresor. En la extension de la parte
derecha se introduce una planta de trigo y se sella con una malla que permita solo el
intercambio de gases. Detras de la planta se ubica una caja de petri con el medio de cultivo
solido sin inocular, este hara las veces blanco. En la extension izquierda de igual forma se
introduce una planta de trigo y se sella con la malla y en la parte posterior la caja de petri con
medio de cultivo, solo que, en este caso el medio de cultivo estara inoculado con el hongo M.

vigitineus. Las extensiones del tubo en Y estan conectados a salidas de aire del compresor.

El funcionamiento del bioensayo consiste en que se genera una corriente de aire suave por
medio del compresor, es purificado, pasa por un divisor de flujo y se dirige hacia cada extremo
del tubo en Y. En este orden ideas se espera que los volatiles generados por el hongo M.
vigitineus sean arrastrados por la corriente de aire y lleguen hasta la posicién inicial del insecto
y, asi pues, le generen a este una respuesta y lo motiven a tomar una decisién respecto a qué
lugar debe elegir. El ensayo tarda alrededor de 7 minutos y se considera positivo, es decir,
repelente si el insecto toma la direccién derecha, la que no contiene hongo inoculado y

negativo si toma la otra direccidn o no se mueve después de algin tiempo(41).

1.6 Conclusiones

Paises tropicales como el nuestro producen varias especies de frutas, verduras, legumbres y
granos principalmente, estos ultimos su produccidn es periddica en el afio, de ahi que se
requiera conservar parte de la produccién anual para garantizar el abastecimiento. Durante el
proceso de conservacion, los granos son vulnerables a ser infestado por distintas plagas,
Dentro de éstas se encuentran los insecto que generan un impacto importante en la economia

del pais de ahi que deba ser controlada su reproduccion.

Las metodologias que se usan actualmente como control el fisico y bioldgico son excelentes
metodologias que permiten controlar las fitoplagas sin generar mayores repercusiones al

ambiente. Estas metodologias requieren cierta tecnologia automatizada y construcciéon de
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infraestructura para el caso de control fisico y en el otro caso se requiere el uso de la
introduccidn de otro organismo depredador y/o patdgeno de esta plaga, la introduccién de
este organismo puede llegar a representar un riesgo en almacén u otro gasto su posterior
eliminacién.

Colombia en su mayoria no hace uso de las metodologias descritas, pues para lograr el
desarrollo de estas, es necesario hacer uso de una inversiéon econémica grande y los
productores de granos que se tienen actualmente en el pais en su mayoria son pequefios
campesinos. Asi pues, ellos recurren al uso del control quimico como una alternativa mas

econdmica para el control de insectos plaga que afectan los granos almacenados.

Insectos-plaga de gran impacto econémico en el pais son pertenecientes a los géneros
Sitophilus y Tribolium, ya que estos atacan granos en almacenamiento, los cuales seran usados
para el abastecer al pais durante todo el afio. La metodologia de control de estos insectos usada
en el pais es el control quimico, los compuestos que se usan para este fin son muy téxicos y
terminan afectando no solo fuentes naturales, sino a insectos no objetivo e incluso la salud

humana.

Los productos naturales se han propuesto como una solucién para control insectos plaga sin
generar mayores efectos sobre el medio ambiente, dentro de estos estudios cabe el estudio de
productos naturales en microorganismos, de cuales se han obtenidos compuestos interesantes

con actividad insecticida, metabolitos provenientes del metabolismo intracelular.

El estudio en la actualidad de metabolitos provenientes de microorganismos ha estado dirigido
principalmente a los que son generados intracelularmente y poco estudios acerca de los
generados extracelularmente como los compuestos organicos volatiles con miras hacia una
actividad insecticida. Los compuestos organicos volatiles liberados por microorganismos
representan papeles muy importantes en la comunicacidn, alerta y defensa contra otros
microorganismos, de ahi que se crea en la posibilidad que estos microorganismos puedan ser

usados como fuentes de compuestos volatiles con actividad insecticida.

En la actualidad los ensayos reportados que permitan evaluar la actividad insecticida mediada

por COVs es casi nula solo se presenta un reporte, y este evaliia una actividad repelente, la cual
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no representa la mejor opcién para controlar una plaga agresiva que se encuentra en constante

crecimiento, como el caso de nuestros insectos de estudio.
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2. Capitulo 2: Diseiio de un bioensayo
insecticida in vivo (microorganismo-insecto)
por medio de COVs

Resumen

Los bioensayos de actividad insecticida son aquellos que permiten evaluar la actividad de un
compuesto, proteina o enzima sobre un insecto y ver si éste es el causal de la mortalidad. En la
actualidad no existen bioensayos reportados que permitan evaluar la actividad insecticida
producida por compuestos organicos volatiles bacterianos sobre insectos en el que se
mantengan los dos organismos vivos en un mismo ambiente. Para tal fin en este trabajo se
disefié un bioensayo que permite evaluar la actividad insecticida de los COVs producidos por
bacterias aisladas de ambientes marinos del caribe colombiano sobre los insectos Tribolium
castaneum (gorgojo rojo de la harina). Este bioensayo consta de un contenedor plastico con
tapa hermética en el cual se introducen los insectos con su respectivo alimento y el
microorganismo a evaluar previamente inoculado en medio sélido en una caja de Petri. Todo
el sistema es sellado e incubado por un tiempo de 4 dias a una temperatura de 28°C y una
humedad relativa del 70%. Luego de disefiado el bioensayo y asegurando su reproducibilidad
se procedié a establecer las mejores condiciones en las que aumentaba la actividad y se
mantenia la uniformidad de este. Se evaluaron condiciones tales como la temperatura, la
cantidad de bacteria, el conteo de UFC/caja, el tiempo, el insecto, el alimento del insecto y la

estrategia de esterilizacion.

Se preseleccionaron 21 aislamientos respecto a criterio taxon6mico con reportes en literatura
de un cepario de bacterias aisladas de ambientes marinos. Los aislamientos seleccionados
fueron evaluados el bioensayo anteriormente descrito y se seleccionaron los 4 mas activos,
con el objeto de analizar su perfil metabdlico volatil como una posible fuente promisoria de

produccién de COVs con actividad insecticida sobre el insecto T. castaneum. Se seleccionaron
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4 bacterias PNM-39 (Paenibacillus sp.), PNM-123 (Paenibacillus sp.), PNM-143(Streptomyces
sp.) y PNM-201(Paenibacillus sp.).

Palabras clave: insecticida, bioensayo, microorganismos marinos, COVs, T. castaneum

2.1 Introduccion

Los insectos-plaga de granos almacenados en la actualidad representan un problema
fitosanitario muy relevante para el control de la calidad de estos alimentos. Estos se clasifican
en dos, plagas primarias y secundarias. Las primarias se alimentan invadiendo el interior del
grano generando en éste pérdida de peso, disminucién del valor nutricional y su capacidad
germinativa, entre otros, luego de generarse el primer ataque, se da el origen a la llegada de
las plagas secundarias, éstas se alimentan de rastros dejados por las primarias y también son
capaces de atacar alimentos y harinas procesadas. La taza de reproduccion de estas plagas en
general se estima, como una curva exponencial 106 siempre y cuando haya granos, harina o
alimentos procesados que permitan su reproduccién. De ahi que se considere que lo insectos
plaga representan un grave problema para almacenes que alberguen granos y harinas en

cantidades considerables (1)(2).

Los métodos de control de insectos plaga se dividen en metodologias de control biolégico,
fisico, y quimico. El control bioldgico consiste en el uso de agentes naturales para controlar
una plaga, un ejemplo de esta metodologia es la introduccién de un depredador de la plaga a
su mismo nicho biolégico o en otros casos la introduccién de parasitos especificos de ésta.
También se ha hablado de controles mediados por feromonas que permitan inhibir la
reproduccién de los insectos o que funcionen como trampas. En el caso del control fisico suelen
usarse modificaciones ambientales tales como temperatura, humedad y/o atmosferas
modificadas que generan la mortalidad del insecto; y por ultimo se tiene el control quimico en
el que se hace uso de compuestos de origen natural o sintético los cuales son esparcidos entre
los granos o asperjados en el ambiente con la finalidad de que estos tengan un efecto negativo

sobre el insecto ya sea paradlisis, repelencia o muerte (3)(4)(5).
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En Colombia, el método mas usado y con los resultados mas efectivos ha sido el uso de
compuestos quimicos sintéticos, sin embargo, éstos representan ciertas complicaciones entre
las que se destacan: el grado de toxicidad elevado el cual termina afectando incluso la
poblacién humana, la baja especificidad lo cual se traduce a la eliminaciéon de especies no
objetivo y son potenciales contaminantes ambientales dada su alta solubilidad en agua y
adsorcién por parte de las plantas. De alli que se piense en la busqueda de nuevos compuestos
que ayuden a mitigar este impacto ambiental y solucionar parte de los problemas

anteriormente expuestos(6).

El ser humano ha visto la naturaleza como una fuente de compuestos bioactivos, se tienen
algunos reportes acerca de compuestos con actividad insecticida que fueron aislados del fruto
Evodia lenticellata sobre T. castaneum. Wang y colaboradores aislaron compuestos de

naturaleza volatil tales como B-pineno, linalool, 3-careno, entre otros a partir de este fruto(7).

Recientes investigaciones exploran otras fuentes naturales en busca de compuestos bioactivos
de naturaleza volatil como los microorganismos. Se ha visto en éstos la posibilidad de que
posean actividad insecticida mediada por compuestos organicos volatiles (COVs). Tales como:
1-octen-3-ol, benzotiazol y citronelol liberados por Paenibacillus polimyxa, compuestos que
resultaron ser activos contra el insecto T. castaneum(8). Se cree en una primera aproximacion
que los compuestos provenientes de fuentes naturales no afectarian significativamente un
nicho ecologico especifico, siempre y cuando hayan sido producidos por organismos vivos

pertenecientes a este mismo nicho(9).

Con la informacién anteriormente expuesta se piensa en la posibilidad de utilizar
microorganismos del caribe colombiano (dada su baja exploracién) para el control de insectos
plaga por medio de COVs. En este orden de ideas se debe disefiar un bioensayo que permita
evaluar la actividad insecticida de los COVs liberados por los microorganismos sobre los
insectos, de tal forma que ambos se encuentren vivos en el mismo ambiente y ofrezcan
resultados reproducibles para asi realizar una selecciéon de bacterias prometedoras para ser

usadas como fuente de COVs con actividad insecticida.
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2.2 Materiales y métodos

Procedimientos generales
Los medios de cultivo utilizados fueron Luria Bertani (LB) e ISP2, preparados en medio sé6lido

y en medio liquido.

Todos los bioensayos y el cultivo de las bacterias en medio sé6lido se llevaron a cabo en una
incubadora Memmert® modelo 400 en condiciones de temperatura de 28 + 1°C con flujo de
aire. Para la crianza de los insectos T. castaneum se us6 una incubadora E&Q® en condiciones
de temperatura de 31,4 + 0,1 °C y humedad 55,8+0,1 H.R. Para los insectos S. zeamais se utiliz6
una incubadora Memmert® modelo 260 a una temperatura de 28 + 1°C y 65+5% H.R. Para la
crianza de los insectos S. oryzae se usé un cuarto temperado a 25 +2°C con una humedad
relativa del 45+5% H.R. Los insectos tenian una edad aproximada de 15 dias en su estadio

adulto y fueron ensayados sin sexar.

2.2.1 Material biologico

Crianza de insectos

Los insectos S. zeamais y T. castaneum fueron aportados por el grupo de investigacion de
“Estudio quimico y de actividad biolégica de Rutaceae y Myristicaceae colombianas” de la
Universidad Nacional de Colombia y el grupo de investigacion en Fitoquimica de la
Universidad Javeriana. Los insectos S. oryzae fueron aportados por el insectario de Facultad de

Ciencias Agrondmicas de la Universidad Nacional de Colombia

Los insectos T. castaneum y S. zeamais fueron criados en cajas plasticas con tapa. Para T.
castaneum con una mezcla de 500g harina y levadura al 1% como alimento, para S. zeamais
maiz porva previamente esterilizado. Los insectos S. oryzae fueron criados en una botella de
vidrio con arroz previamente esterilizado. La botella no poseia tapa, pero si fue protegido el
cuello de la botella con vaselina. Todos los insectos criados con las condiciones de temperatura

y humedad, descritas anteriormente.
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Microorganismos

Los microorganismos seleccionados para el bioensayo fueron aportados por el grupo de

investigacion “Estudio y aprovechamiento de productos naturales y frutas de Colombia” de la

Universidad Nacional de Colombia. En total se ensayaron 21 microorganismos seleccionados

con base a un criterio taxondmico de literatura, éstos se presentan en la Tabla 2-1.

Tabla 2-1 Microorganismos seleccionados para ser ensayados con su respectivo medio de

cultivo
Bacteria Género Fuente de aislamiento Medio de
cultivo
PNM-5 Streptomyces sp. | Primer lavado de fragmento de Niphates digitalis ISP2
PNM-10 Lysinibacillus sp. | Alga del género Dictyota sp. LB
PNM-24 Paenibacillus sp. | Corteza de manglar LB
PNM-32 Paenibacillus sp. | Arena coralina bajo pinaculo LB
PNM-39 Paenibacillus sp. | Fango manglar - laguna interna LB
PNM-50 Paenibacillus sp. | Alga del género Codium sp. LB
PNM-54 Paenibacillus sp. | Alga del género Codium sp. LB
PNM-106 | Paenibacillus sp. | Fango manglar - laguna interna LB
PNM-115 | Paenibacillus sp. | Sedimento de arrecife no muy grueso LB
PNM-123 | Paenibacillus sp. | Alga del género Codium sp. LB
PNM-143 | Streptomyces sp. | Primer lavado de fragmento de Niphates digitalis ISP2
PNM-144a | Streptomyces sp. | Primer lavado de fragmento de Niphates digitalis ISP2
PNM-145 | Streptomyces sp. | Primer lavado de fragmento de Niphates digitalis ISP2
PNM-149 | Streptomyces sp. | Primer lavado de fragmento de Niphates digitalis ISP2
PNM-166 | Paenibacillus sp. | Arena coralina bajo pinaculo LB
PNM-168 | Paenibacillus sp. | Arena coralina bajo pinaculo LB
PNM-201 | Paenibacillus sp. | Sedimento en pastos 20 pies del agua LB
PNM-208 | Streptomyces sp. | Octocoral Eunicea fusca ISP2
PNM-210 | Paenibacillus sp. | Octocoral Eunicea fusca LB
PNM-216 N.I Alga del género Dictyota sp. LB
IBUN-5.1 | Streptomyces sp. | Rizosfera de Oryza sativa ISP2

N.I. = Microorganismo no identificado

“PNM” = Cddigo de los microorganismos asignado por el grupo de investigacién

“IBUN” = Cddigo de los microorganismos de instituto de biotecnologia de la Universidad Nacional de Colombia -sede Bogota

Cultivo de microorganismos en medio liquido

A partir de los cultivos puros en medio de cultivo sélido se tom6 una colonia con un haza estéril

de vidrio y luego ésta fue sembrada masivamente sobre otra caja de Petri con el mismo medio

de cultivo. Se incub6 por 3 dias a 28°C pasado dicho tiempo se tomaron 2 discos de 1cm de
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didmetro de cada medio de cultivo, y se inocularon en 50 mL de medio de cultivo liquido
(Segun el medio seleccionado para su crecimiento Tabla 2-1). Los 50 mL de medio de cultivo
se introdujeron en un erlenmeyer de 250 mL y fueron tapados, siempre conservando la
esterilidad, y luego se agitaron en un shaker a 120 rpm por un tiempo de 3 dias a 20°C.

Finalizado dicho tiempo se tomaron 3 alicuotas de 1mL de cada uno de los cultivos y fueron
depositados en una placa de 96 pozos y se determiné el valor de la densidad 6ptica a una
longitud de onda de 600 nm a cada uno, por medio de un equipo de lector de placas ELISA. El
valor de la densidad oOptica para cada cultivo se ajusté a un valor de 0,7 para todos los

microorganismos, adicionando el medio de cultivo estéril correspondiente.
Cultivo de microorganismos en medio sélido

Se tomaron alicuotas de 100uL de cada microorganismo en medio liquido con la absorbancia
previamente ajustada y fueron sembradas sobre la caja de Petri con medio de cultivo sélido
masivamente y por triplicado, se incubaron por 3 dias a una temperatura de 28°C y luego se

procedio a ser utilizados en el bioensayo.

2.2.2 Esterilidad del bioensayo

Se utiliz6 un contenedor plastico con tapa hermética de 320 mL, de forma cilindrica y unas
dimensiones de 10 cm de didmetro y 4 cm de altura. Estos se lavaron muy bien con su
respectiva tapa, posterior a esto se sumergieron en una solucién de hipoclorito de sodio
(NaClO) al 0,5% durante 24 horas. Pasado este tiempo se secaron los contenedores con toallas
previamente esterilizadas y humedecidas con una solucién de etanol (CH;CH0H) al 70%. Los
contenedores con tapas se colocaron en el interior de una cabina de flujo laminar y se rociaron
con la misma solucién de etanol. Se cerr6 la cabina y los contenedores fueron expuestos a luz
UV por un tiempo de 2 horas, pasado este tiempo se realiz6 el montaje del bioensayo en la

misma cabina.

La esterilizacion del alimento (avena y harina de trigo) de los insectos se realiz6 introduciendo
una cantidad deseada de este en un tubo de vidrio tapa rosca y luego fue sometido a un ciclo

de esterilizacion en el autoclave(10).
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Los resultados de efectividad de los métodos de esterilizacién fueron evaluados usando
medios de cultivos sin inocular introduciéndolos en los contenedores plasticos con 10 insectos
T. castaneum y 200 mg de hojuelas de avena. Todo el sistema fue cerrado e incubado por 4 dias,
al pasar los 4 dias se observé que no hubiese crecido ningin microorganismo sobre el medio

de cultivo.

2.2.3 Ensayo de supervivencia de los insectos a temperatura de
crianza

Se tomaron 30 contenedores plasticos de un volumen de 320 mL y 100 insectos S. oryzae, S.
zeamais y T. castaneum de cada especie. Se introdujeron 10 insectos por especie en cada
contenedor por separado, de tal forma que se tuviera 10 réplicas de cada insecto. Todos los
contenedores contenian el alimento (200mg de avena) y el medio de cultivo, estos se cerraron
herméticamente y se incubaron a 25°C, 28°C y 32°C por un tiempo de 4 dias. Pasado este
periodo se contd el nimero de insectos muertos en cada contenedor y se calcul6 el porcentaje

de mortalidad con la Ec. 1.

YoMortalidad — %Mortalidad tratadas — %Mortalidad del control Ee.1
oMortailaaa = 100 — %Mortalidad del control “

2.2.4 Bioensayo de actividad insecticida caja cerrada mediada por
COVs

Materiales

Se usaron contenedores plasticos marca Persal® de un volumen de 320 mL y 127 mL que
poseian tapas con seguros ajustables los cuales le generaban hermeticidad al contenedor.
Tapas de crioviales las cuales cumplieron la funcién de soportes de la caja Petri en el interior
del contenedor. Avena en hojuelas y todo el material previamente esterilizado como se

describi6 anteriormente. Cajas de Petri de 9 y 5cm en material de vidrio.
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Montaje general del bioensayo

Teniendo previamente estériles los materiales a utilizar, se introdujeron 10 insectos en cada
contenedor con 200 mg de avena y las tapas de los crioviales (ubicadas de tal manera que
formen un tridngulo) sobre las tapas se coloc6 la caja de Petri sin tapa que contenia el
microorganismo a evaluar de tres dias previos de crecimiento. El sistema se cerrd
herméticamente con la tapa de cada contenedor y se incub6 a 28+1°Cy 65+5% H.R (Ver Figura
2-1). El sistema se mantuvo asi por 4 dias y al final de dicho tiempo los contenedores se
destaparon, se realizé el conteo del nimero de muertos y se establecid el porcentaje de

mortalidad con la Ec. 1.

Tapa

mmm) Caja plastica

Caja petri
Alimento ¢ummm g?
g i\ ETR

Soporte Insectos

Figura 2-1 Bioensayo de actividad insecticida de COVs liberados por bacterias sobre
insectos plaga.
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Variacion en el volumen del contenedor

Se realizé el montaje general del bioensayo, pero en este caso se evaluaron contenedores
con un volumen de 127 mL herméticos con tapa. El proceso de esterilizaciéon es el mismo
descrito anteriormente, igual cantidad de insectos, soportes y alimento. Se realizé un cambio
en el tamafio de la caja de Petri siendo este de 5cm de vidrio, la cantidad de bacteria en medio

liquido inoculada siendo 50L y se establecié el porcentaje de mortalidad con la Ec. 1.

Cantidad de microorganismo inoculado en medio sélido

Con el fin de obtener condiciones iguales para todas las bacterias se determind la cantidad de
material biolégico inoculado, para ello se determiné el nimero unidades formadoras de
colonia (UFC) haciendo uso del protocolo manual utilizado por Sieuwerts y colaboradores (11)
con algunas variaciones. Esta metodologia consiste en tomar una alicuota de un medio de
cultivo liquido de cantidad conocida, realizarle diluciones y sembrar dichas diluciones en cajas

de Petri, incubar y contar el nimero de unidades formadoras de colonia (UFC)/mL.

Seleccion de los microorganismos de trabajo

La seleccién de los microorganismos de trabajo se realizé usando como criterio la actividad
biolégica del bioensayo que se describe en este capitulo con todas las condiciones evaluadas y

ajustadas del conjunto de microorganismos de la Tabla 2-1.

Variacion de la mortalidad en funcién de los dias

Se realiz6 el mismo bioensayo de caja cerrada descrita anteriormente, con miras a observar
cudl era el comportamiento del porcentaje de mortalidad de los insectos en el bioensayo y
empezar a establecer un tiempo que permitiera, pasar al segundo paso que seria la extraccion

de los COVs.
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2.3 Resultados y discusion

2.3.1 Seleccion de los aislamientos mas promisorios

Como se menciond se hizo uso del cepario aportado por el grupo de investigacion “Estudio y
aprovechamiento de frutas naturales y frutas de Colombia”, del departamento de quimica de
la Universidad Nacional de Colombia sede Bogotd. Este cepario cuenta con 203
microorganismos (41 hongos y 162 bacterias) de los géneros mas representativos en este
cepario estan los Paenibacillus, Streptomyces, Bacillus, Pseudomonas, Micorbacterium,

Micrococcus, Fusarium, Lysinibacillus, Purpureocillium, principalmente(12).

Como se describid en la primera seccidn, el montaje del bioensayo representa un grado de
complejidad y tiempo que no permitiria ensayar 203 microorganismos en un tiempo corto. As{
que se debia hacer una preseleccién de cudles microorganismos se debian ensayar, para esto
se realiz6 uso de bases de datos especializadas como SciFinder, Scopus y Google scholar. La
informacién aportada de estas bases de datos es que, en la actualidad es muy poco lo que se ha
estudiado sobre microorganismos que produzcan COVs con miras a evaluar una actividad
insecticida, ya que es un campo en el cual hace menos de 20 afios se estd empezando a explorar,
dicha revision aport6é informaciéon acerca de los géneros de los microorganismos que
reportaban produccion de COVs con actividad insecticida, estos géneros fueron:
Schizophyllum, Muscodor, Achromobacter, Pseudochrobactrum, Lysinibacillus, Wautersiella,

Proteus, Arthrobacter, Paenibacillus y Streptomyces(8)(13)(14)(15).

El conocimiento de esta clase de géneros ayudo a realizar un filtro en el cepario de 203
microorganismos, quedandose con 21 bacterias, éstas pertenecientes a géneros Streptomyces,
Paenibacillus y Lysinbacillus. Se adiciond a este grupo el aislamiento PNM-216, el cual ya habia
sido estudiado su perfil volatil en investigaciones posteriores, como productora de
compuestos volatiles con diferentes actividades biolégicas. Cabe la posibilidad de que los COVs
identificados en el perfil metabdlico volatil de éste aislamiento posean actividad insecticida

dada la gran cantidad de compuestos que libera(16).
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Dichas bacterias crecen en medios de cultivo diferentes, ya que estos le confieren un mejor
crecimiento, dicho crecimiento fue evaluado por Betancourt, Naranjo y colaboradores en

trabajos anteriores (12)(16).

2.3.2 Diseiio del bioensayo insecticida caja cerrada

Todo tipo de bioensayo ya sea directo o indirecto debe garantizar ciertas condiciones tales
como: reproducibilidad en los resultados, rangos de incertidumbre bajos, baja variabilidad en
condiciones ambientales, entre otras. Todas estas orientadas a que sin importar el tipo de
bioensayo que se realice, siempre se pueda obtener el mismo resultado bajo las mismas
condiciones y sin importar el lugar donde se realice. Asi pues, de este modo lograr establecer
un patrén de actividad del organismo, compuesto y/u hormona que se esté evaluando (17).
Teniendo en cuenta estas consideraciones en el bioensayo que se pretende implementar, se
debe partir en primera instancia de cudl seria la actividad biolégica a evaluar en el bioensayo,
para nuestro caso es la mortalidad generada por los COVs liberados por bacterias sobre los

insectos, es decir una actividad insecticida.

Ahora bien, se debe tener en cuenta cuales son las condiciones que puedan influenciar en la
actividad biolégica de este bioensayo. Es de resaltar que el bioensayo que se quiere establecer
esta evaluando la actividad insecticidas de COVs liberados por bacterias sobre insectos de
granos almacenados tales como: T. castaneum, S. zeamais, S. oryzae. El modelo disefiado debe
cumplir la condicién que los COVs sean netamente los responsables de la actividad insecticida.
Entonces se sugiere mantener los dos organismos vivos (bacteria-insecto) en el mismo
ambiente y privados del intercambio gaseoso al exterior, ya que la bacteria a medida que
realiza su ciclo de vida produce los COVs y los libera extracelularmente. Estos metabolitos por
ser de naturaleza volatil se deben tener confinados en un espacio cerrado para asegurar su
actividad y concentracion. En este orden de ideas se plantea un bioensayo de caja cerrada. El
resultado de este bioensayo dependera primordialmente del metabolismo de la bacteria, el
cual se encuentra variando debido a condiciones de humedad, pureza, temperatura y medio de
cultivo. También es de tener en cuenta que las condiciones de humedad, temperatura y

volumen en el bioensayo, ya que estas pueden llegar a afectar la supervivencia del insecto.
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Esterilidad de la unidad

En este bioensayo la esterilidad juega un rol muy importante en todo el proceso, de ahi la
necesidad de asegurar la esterilidad de todos los implementos utilizados incluyendo el
alimento de los insectos. El incorrecto procedimiento puede llevar a la generacién de
contaminaciones en los medios de cultivo sélido, los cuales afectan directamente el

microorganismo que se esté evaluando y por ende el resultado de la actividad biolégica.

Se debia garantizar la esterilidad de este contenedor ya que en el interior de este era donde
ocurriria todo el bioensayo. Para ello por ser un elemento plastico que contenia un cierre
hermético, no era posible recurrir a un ciclo de esterilizacién normal en una autoclave, dado
que podria generar dafos en el cierre hermético e incluso el dafio del contenedor. Por tal razén
se recurrio a realizar un método de esterilizacion que hace uso de desinfectantes y luz UV

(ultravioleta).

En primer lugar, el alimento utilizado fue trigo con base en la dieta de los insectos, pero este
representd un problema en la esterilidad del bioensayo ya que, dadas las condiciones de
confinamiento, se generaba un ambiente himedo el cual promovia la hidratacién de la harina
de trigo, generando asi un ambiente propicio para el crecimiento de hongos. Estos crecian y
por su modo de reproducciéon mediado por esporas, estas conllevaban a la contaminacién del
medio de cultivo en la caja de Petri. Se atribuye esta generaciéon de hongos a los

microorganismos que los insectos suelen llevar en sus patas.

Para solucionar este problema se intenté suprimir el alimento, lo cual result6 en la muerte de
los insectos antes de terminar el bioensayo, asi que se realizd el cambio de dieta de los insectos
por hojuelas de avena. Se tom¢ esta decision ya que la avena presenta mejor capacidad de
absorcion de agua que la harina de trigo y esta ayudaria a la disminucién del ambiente himedo.
Adicional a esto la avena ayudd a fijar el tiempo de desarrollo del bioensayo siendo de 4 dias,
ya que al quinto dia el alimento se saturaba y se volvia a tener un escenario para la

proliferacion de hongos.
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No existe la posibilidad de esterilizar los insectos ni someterlos a cualquiera de los procesos
anteriormente mencionados ya que esto los conllevaria a la muerte. Asi que desde su crianza
se debe procurar que estos sean en las condiciones mas asépticas posibles, como incubadoras

estériles, alimento previamente esterilizado y trabajo en cabina de flujo laminar.

Transcurrido el tiempo establecido ninguna caja de Petri presentaba contaminacién alguna.
Esto quiere decir que el proceso de esterilizacion fue exitoso ya que no se generd

contaminacidn. Este paso fue crucial para seguir con el proceso de disefio del bioensayo.

Ensayo de Supervivencia de los insectos

Los insectos diana utilizados en éste bioensayo fueron T. castaneum, S. zeamais, S. oryzae, para
los cuales su temperatura 6ptima de crecimiento reportada en literatura es 32, 28 y 25 °C
respectivamente (18)(19)(20). Con la informacién anteriormente expuesta se escogid una
temperatura promedio en los 3 insectos de tal forma que fueran las adecuadas para el
bioensayo. Adicional a esto se tuvo en cuenta que el rango de temperatura de crecimiento de
los microorganismos utilizados que era 28°C-37°C (12). En este orden de ideas, se establecid

como temperatura promedio para el bioensayo de 28°C.

La informacién presentada en la Tabla 2-2. muestra los resultados del porcentaje de
mortalidad dependiendo la especie de cada insecto en el bioensayo. De este hecho, lo que se
puede inferir es que la mortalidad presenta alguna relacién con el género del insecto, ya que
al ensayarse los insectos T. castaneum la mortalidad presentada fue nula, caso contrario a
insectos del género Sitophilus spp.. Ahora bien, esta explicacion se reafirma con la capacidad
que poseen los insectos T. castaneum a sobrevivir en bajos niveles de saturacién de oxigeno en
un ambiente confinado. Los insectos del género Tribolium poseen la capacidad de sobrevivir
en ambientes con poco intercambio gaseoso con niveles de saturacién de hasta solo el 5% de
oxigeno. De ahi que no se observe mortalidad alguna de este insecto en el bioensayo que tiene
una duracion de 4 dias. Ahora bien, en el caso de insectos del género Sitophillus spp. no
presentan la misma particularidad. Para estos solo se reporta un valor minimo de saturaciéon
de oxigeno del 50% en supervivencia al estar en un mismo ambiente cerrado(21). Como se

presentan valores mas altos de saturacién de oxigeno para Sitophillus spp. al ser expuesto a
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niveles mas bajos es posible inducirle la mortalidad en estos insectos, lo cual concuerda con

los resultados del bioensayo

Tabla 2-2 Supervivencia de los insectos a la temperatura y humedad del bioensayo.

Insecto % Mortalidad
T. castaneum 0
S. zeamais 65+3
S. oryzae 83+2

Media + 1DE de las diez repeticiones

Dado los resultados anteriores se encuentra que en el bioensayo solo podrian obtener
resultados reproducibles y fiables cuando se realice con insectos T. castaneum. Entonces, de
aqui en adelante para todos los ensayos posteriores solo se efectuaron con el insecto T.
castaneum. De igual forma, los resultados obtenidos pueden llegar a ser extrapolados a otros
insectos plaga de almacén, ya que hay reportes de compuestos volatiles que tienen actividad

insecticida para varios géneros(22).

Bioensayo de actividad insecticida caja cerrada con variacion de volumen y UFC

Se realizd el conteo de insectos muertos y se calculé el porcentaje de mortalidad para el
contenedor de 320 mL y 127 mL representando asi una variacién en el volumen y la cuarta
columna corresponde a la mortalidad en el contenedor de 127 mL teniendo en cuenta la misma
cantidad de bacteria inoculada por caja de Petri siendo esta 1 X 107 UFC/caja, dicho resultados

se presentan en la Tabla 2-3.

La concentracion de los COVs liberados por los microorganismos se encuentra sujetos al
tamafio del contenedor. Asi que se pensd variar el tamafio de este con el fin de ver si aumentaba
la actividad, ya que cabe la posibilidad de que algunos COVs no presenten actividad sobre los
insectos, debido que la concentracion no es lo suficientemente alta para generar la muerte de
éstos. Se observa en la tercera columna de la Tabla 2-3 que la actividad biolégica aumenta en
todos los casos, asi pues, se puede asegurar que, la premisa propuesta acerca de la relacién de

la actividad bioldgica con la concentracion es totalmente valida para este caso.
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Tabla 2-3. Porcentaje de mortalidad de T. castaneum en el bioensayo con variaciéon de
volumen y cantidad UFC/caja estandar.

Bacteria % Mortalidada | %Mortalidad | %Mortalidad a 127 mLy
320 mL 127 mL UFC constante
PNM-5 42+6 64+7 45+4
PNM-143 4048 60+8 6214
PNM-201 37+7 58+6 58=*3
PNM-149 41+7 55+7 43+6
PNM-210 34+6 55+4 43=+5
PNM-39 2845 50+8 50*9
PNM-123 306 4816 54+7
PNM-216 23+7 45+3 40+7
PNM-145 21%5 40+7 38+4
PNM-10 206 38+5 40+9
PNM-144a 18+7 37+3 33%5
PNM-50 15+6 36%5 25+6
PNM-166 12+4 356 23+7
PNM-106 814 2716 17£9
PNM-208 6+3 20t4 15+8
PNM-24 0 115 63
PNM-115 0 0 0
IBUN 5.1 0 0 0
PNM-32 0 0 0
PNM-168 0 0 0
PNM-54 0 0 0

Media + 1DE de las tres repeticiones

* Bioensayo de mortalidad del insecto T. castaneum en contenedores de 127 mL con 1 X 107 UFC/caja Petri inoculada

La metodologia mencionada para la determinacién de UFC/mL mencionada como una unidad
de absorbancia, presenta algunos errores respecto a la cuantificacién, dado que no es posible
saber con exactitud cudl es la cantidad de colonias que se estan inoculando, ya que el valor que
se registra para la densidad 6ptica hace referencia a una medida de la cantidad de luz que es

absorbida por el medio de cultivo con las bacterias.

Como se menciond anteriormente dicha absorcion de la luz se atribuye a las colonias formadas
en medio de cultivo liquido, pero la apreciaciéon que no se tiene en cuenta es que las colonias
muertas también van a generar absorcion de la luz que incide sobre el medio de cultivo,
generando asf valores incorrectos a un valor aproximado del nimero de colonias. Por otro

lado, las curvas de crecimiento de cada microorganismo son diferentes, por consiguiente, no
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podria compararse la actividad en varios microorganismos si la misma cantidad de colonias
no fueron inoculadas. Asi pues, se hizo uso de una metodologia que permitiera realizar el

conteo de las colonias que serfan inoculadas. 1X107

Con los valores ya determinados de UFC se tomé como valor inicial para todas las bacterias en
el bioensayo 1 X 107 UFC/caja de Petri. Es de aclarar que este valor se establecié para este
conjunto de bacterias. Si se tuviese que usar otro conjunto de bacterias se les debe realizar el
mismo procedimiento de conteo de UFC iniciales. Si fuera el caso que se tuviera un crecimiento
muy diferente, que variara en mas de dos 6rdenes de magnitud ya se deberia recurrir a variar
la cantidad de pL que se inoculan en el medio de cultivo liquido, de ahi la importancia de

conocer cudl era el punto de partida de UFC iniciales.

Los resultados de la columna 4 de la Tabla 2-3 presentan variaciones del valor del porcentaje
de mortalidad respecto a los otros ensayos (320 mL y 127 mL), esto puede deberse a que en
este caso se tuvo un valor de concentracion bacteria fijo, con el fin de establecer condiciones
iguales y reproducibles para los ensayos realizados. Los cambios mas relevantes son una
disminucidn en la actividad y algunas variaciones en la posicién decreciente de la actividad,
esto puede deberse a que la cantidad de bacteria inoculada puede encontrarse relacionada con
la producciéon de COVs con actividad insecticida en ese rango de cantidad de UFC, ya que no es
posible asegurar si a mayor cantidad de bacteria serda mejor la actividad. Algunos
investigadores proponen que la producciéon de metabolitos secundarios activos no tiene
relaciéon con la cantidad de bacteria, sino con la presencia de predadores o parasitos que

generan una competencia por nutrientes(23).

De los resultados ya directamente comparables dentro de la Tabla 2-3 se puede inferir en
primer lugar que 9 de los 22 aislamientos presentaron una actividad superior al 40%, dichos
aislamientos pertenecen al género Paenibacillus, Streptomyces y Lysinibacillus. Los otros 13
géneros que no presentaron actividad biolégica pertenecen a Streptomyces y Paenibacillus. A
partir de este resultado se puede decir que el género no presenta una relacidn estrecha en la
actividad biolégica, ya que para el caso de algunos de los géneros de Streptomyces y

Paenibacillus, se poseen bacterias activas como inactivas en ambos casos.
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Ahora bien, si se analiza la fuente de la cual provienen las bacterias, algunas del género
Streptomyces (PNM-5, PNM-143, PNM-144a, PNM-145, PNM-149) aisladas del primer lavado
del fragmento de la esponja Niphates digitalis producen COVs con actividad insecticida, lo cual
puede estarse relacionando con la fuente de aislamiento. Hasta el momento no es posible
establecer qué clase de compuestos se estdn produciendo, pero puede que los perfiles
metabdlicos volatil tengan mucho en comun, dada su actividad bioldgica cercana. Las otras
bacterias que sus COVs generaron actividad insecticida provienen de fuentes de aislamiento
diferente, asi que no es posible sugerir una relacién entre la actividad y la fuente de

aislamiento.

Se selecciond como fuente productora de COVs con actividad insecticida a las bacterias que
presentaran una actividad biologica superior al 50%. Se estableci6 este valor porque
quintuplicaba el valor del control negativo que era del 10% en algunos casos, lo cual aseguraria
que en efecto si se tratase de una fuente prometedora de COVs con la actividad objetivo. Asi
pues, para tal fin los aislamientos PNM-143, PNM-201, PNM-39 y PNM-123 eran los que

cumplian con esta caracteristica.

2.3.3 Variacion de la mortalidad en funcion de los dias

Con el objetivo de determinar cudles podian ser los posibles compuestos que estaban
generando la muerte del insecto, y ver la posibilidad de reducir el tiempo del ensayo, ya
comparado con otros ensayos insecticidas con compuestos puros (22) algunos de estos tardan
alrededor de 24 horas y el planteado en este trabajo 96 horas. Se realiz6 el bioensayo
insecticida de caja cerrada y se observo cudl era la mortalidad de los insectos a las 24,48, 72y

96 horas, dichos resultados se muestran en la Figura 2-2.

Los resultados mostrados en la Figura 2-2 se muestra un comportamiento creciente en la
mortalidad del insecto al transcurrir los dias del bioensayo, lo que era de esperarse en el caso
en que los aislamientos se encuentren produciendo COVs activos durante todo su crecimiento
hasta el final del bioensayo. Dicho comportamiento también estd relacionado con el

crecimiento de la bacteria en forma ascendente ya que para algunas bacterias a medida que
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realizan su division celular producen COVs ya sea de comunicaciéon y/o defensa contra

predadores(16).
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Figura 2-2 Variacién del porcentaje de mortalidad de T. castaneum en funcién del tiempo en
el bioensayo insecticida caja cerrada para los aislamiento PNM-39 (Paenibacillus sp.), PNM-
123 (Paenibacillus sp.), PNM-143(Streptomyces sp.) y PNM-201(Paenibacillus sp.).

Otra apreciacidn a tenerse en cuenta es que cabe la posibilidad que el perfil metabélico volatil
se encuentre variando cada 24 horas ya que algunos de los compuestos volatiles son
producidos en estadios de crecimiento de algunos microorganismos. En el caso de los
microorganismos pertenecientes al género Streptomyces ellos pasan por ciclos de esporulacion
y durante su crecimiento, experimentando dos esporulaciones en sus 15 primeros dias de
crecimiento(12), en otros casos estos son subproductos del metabolismo secundario e incluso
intermediarios para la produccién de otros metabolitos (24). Se pens6 tomar el perfil
metabdlico volatil alas 96 horas, pero en vista de que no es posible asegurar que solo los COVs
producidos en ese el dltimo dia del ensayo puedan ser los responsables de la actividad dado
que se estaba generando actividad insecticida dias antes. Se decidi6 tener en cuenta todos los
dias ya que puede que alas 24 horas no haya la concentracion necesaria para generar la muerte

del insecto, pero si alas 48, 72 y/o0 96 horas.
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2.4 Conclusiones

Los materiales seleccionados para el bioensayo fueron un recipiente hermético con un
volumen de 127mlL, cajas de Petri de vidrio de 5 cm, soportes de 1cm de altura, 200 mg de
avena como alimento, 10 insectos T. castaneum, 50 UL de bacteria con una concentracion
1x 107 UFC/caja Petri. Los parametros determinados fueron, un tiempo de 4 dias, y

temperatura de 28°C.

Los 4 aislamientos bacterianos que presentaron mejor actividad fueron PNM-39 (Paenibacillus
sp.), PNM-123 (Paenibacillus sp.), PNM-143 (Paenibacillus sp.) y PNM-201 (Paenibacillus sp.).
A las 96 h del bioensayo se observa la mayor actividad fumigante sobre T. castaneum,

alcanzando valores de mortalidad cercanos al 50% en los insectos.
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3. Capitulo 3: Analisis de compuestos volatiles
con actividad insecticida

Resumen

Los microrganismos producen compuestos organicos volatiles (COVs) que usan como
intermediarios de comunicacion, alerta, defensa entre otros. La produccién de dichos COVs
depende de varios factores como el medio de crecimiento, el estrés generado por temperatura,
humedad y el tiempo de inoculacion. En este trabajo se estudié la produccién COVs de 4
aislamientos de bacterias del caribe colombiano identificadas como PNM-123 (Paenibacillus

sp.), PNM-201(Paenibacillus sp.), PNM-39 (Paenibacillus sp.) y PNM-143 (Streptomyces sp.).

La extracciéon mediante microextraccion en fase solida (SPME) y el analisis por cromatografia
de gases acoplada a espectrometria de masas (GCMS), permitié determinar el perfil metabdlico

volatil (PMV) a las 24, 48, 72 y 96 horas.

Entre los COVs identificados para la bateria PNM-143 se encuentran acetofenona, limoneno,
esteres y compuestos aromaticos. Los aislamientos PNM-123 y PNM-201 producen
principalmente cetonas y compuestos aromaticos, mientras la bacteria PNM-39 es la inica que

produce compuestos azufrados.

Palabras clave: Compuestos organicos volatiles, bacterias, Paenibacillus, Streptomyces, SPME.
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3.1 Introduccion

El estudio de compuestos organicos volatiles microbianos (COVM) ha estado en auge en los
ultimos 20 anos. Se han identificado moléculas de no mas de 20 carbonos y un peso molecular
entre 100 y 500 Daltons, con grupos funcionales como alquenos, cetonas, alcoholes, esteres,
éteres y Aacidos carboxilicos(1). La mayoria de estos compuestos son productos del

metabolismo primario y secundario.

Los COVs son los responsables de multiples actividades biolégicas y llevan una relacion muy
estrecha entre diferentes organismos. Ejemplos de estas actividades bioldgicas estan en las
que los compuestos median la interaccién entre bacterias como mecanismo de comunicaciéon
(quorum sensing) (2) o como mecanismo de defensa; en la defensa contra hongos (actividad
antifingica) (3) o con plantas como promotores del crecimiento o para defensa contra

depredadores (relacién simbionte) (4) y en la relacién bacteria-insecto(5).

En este orden de ideas en este trabajo se evaluaron tres metodologias de extraccién de los
COVs y con la mas eficiente y reproducible se realizé la identificacién tentativa de los
compuestos liberados por los cuatro asilamientos bacterianos seleccionados por su actividad

insecticida.

3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Materiales y reactivos

Los medios de cultivo utilizados fueron Luria Bertani (LB) e ISP2, preparados en medio sélido.
Los reactivos 5-metil-2-hexanona, 2-nonanona, 2-heptanona, 2-feniletanol, 2-pentanona, 4-
metil-2-pentanona fueron de marca Alfa Aesar®, benzoato de metilo, alcohol bencilico,
limoneno, diclometano (DCM), benzonitrilo marca Toronto research chemicals®, antranilato
de metilo de Internationl Fragances and Flavor®, alcohol furfurilico marca Sigma Aldrich®. La
2-octanona fue obtenida por sintesis a partir de 2-octanol marca Panreac® y oxidacién con
Na;Cr;07; marca Merck® y posterior lavado con éter etilico (Merck) (Ver material

suplementario).
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Los microorganismos seleccionados para el bioensayo fueron aportados por el grupo de
investigacién “Estudio y aprovechamiento de productos naturales y frutas de Colombia” de la
Universidad Nacional de Colombia. Estos aislamientos se recolectaron el 22 de enero de 2016
en la isla de Providencia y Santa Catalina coordenadas 13° 18°0.00” N con 81° 23'41.41”0 (6).

En la tabla 3-1 se presentan su identificacion y fuente(7).

Tabla 3-1. Microorganismos a estudiar su perfil metaboélico volatil

Cddigo Vecino cercano Fuente

PNM-143 (Streptomyces sp.) Niphates digitalis (Porifera)

PNM-39 (Paenibacillus sp.) Fango manglar - laguna interna
PNM-123 (Paenibacillus sp.) Alga Codium sp.

PNM-201 (Paenibacillus sp.) Sedimento en pastos a 20 pies del agua

3.2.2 Métodos de extraccion de COVs

Extraccion con Tenax®

Para cada ensayo de extraccion se pesaron 100 mg de resina Tenax® que se colocaron dentro
de un vial de 2 mL. El vial permanecié durante 4 dias en la caja disefiada para el bioensayo (ver
capitulo 2). La elucién de los compuestos retenidos se realiz6 con 1 mL de diclorometano y

ultrasonido por 10 minutos. Se obtuvieron extractos por triplicado.

Extraccién con MonoTrap™

Una celda de monoTrap se introdujo en un vial de 2 mL que se dej6 en la caja del bioensayo
durante 4 dias. Los volatiles se eluyeron con 2mlL de diclorometano y ultrasonido por 10

minutos. La extraccion se realizé por triplicado.

Microextraccién en fase sélida (HS-SPME)

Una fibra compuesta por divinilbenceno/carboxen/polidemitilsiloxano (DVB/CAR/PDMS)
(30um, 50um Supelco, USA), fue expuesta en el espacio de cabeza (headspace HS) del
bioensayo durante 20 minutos con un holder manual marca Sigma-Aldrich Referencia 713-

1344 a las 24, 48, 72 y 96 horas del bioensayo (Figura 3-1). La desorcién térmica de los



52 control de insectos de granos almacenados mediante volatiles provenientes de

bacterias marinas del caribe colombiano

compuestos retenidos se realizé directamente en el puerto de inyecciéon cromatégrafo de gases

durante 5 minutos a 250°C. Este procedimiento se realizd por triplicado.
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Figura 3-1. Microextraccién en fase so6lido del espacio de cabeza del bioensayo insecticida
de COVs liberados por bacterias.

3.2.3 Separacion e identificacion

El andlisis de los COVs se realiz6 en un cromatégrafo de gases acoplado a espectrometria de
masas GCMS Agilent 7820 equipado con una columna SLB®-5ms- 28471-U (Sigma-Aldrich)
30 m x 0,25 mm, df 0,25 pm. Para el caso de la fibra de SPME la inyeccién se hizo en modo
splitless a 250°C. Para los extractos Tenax y MonoTrap, se inyect6é 1pL en modo Split relacion

1a10a250°C.

El programa de temperatura empleado fue: temperatura inicial de 50°C, luego calentamiento
hasta 70°C a una velocidad de 4°C/min. Luego con una rampa de 6°C/min se calentd hasta

120°Cy finalmente a una velocidad de 12°C/min calentamiento hasta 240°C.

La deteccion se realizé en modo de Impacto electréonico (IE) a una energia de ionizacién de

70eV en un rango de masas de 40 a 250 um.
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El andlisis de una mezcla de parafinas C8-C40 marca Supelco® y la base de datos NIST 14
fueron empleadas para la identificacion tentativa de los COVs, mediante la comparacion de los
indices de retencién y los espectros de masas. Para la identificacién inequivoca se emplearon
disoluciones de patrones (1mg/mL) en diclorometano que se analizaron bajo las mismas

condiciones.

3.3 Resultados y discusion

3.3.1 Comparacion de métodos de extraccion de COVs

Mediante la evaluacién de tres métodos de extraccion, se buscé establecer la metodologia mas
eficiente y reproducible para la extracciéon de COVs. La comparacion de los TICs permiti6
establecer que la extraccion de COVs empleando Tenax y MonoTrap como materiales
sorbentes, es poco eficiente. Esto puede atribuirse a que, al confinar estos materiales en viales,
para evitar su dafio por los insectos, se impide la exposicién completa del material en el espacio
de cabeza (headspace). Asi, los TICs resultaron pobres en informacién y con baja

reproducibilidad entre las réplicas.

De otra parte, el uso de la fibra DVB/CAR/PDMS para Microextraccién Fase Soélida (HS-SPME),
permiti6 la obtencién de un perfil de volatiles muy complejo, dado por el metabolismo de la
bacteria, el medio de cultivo y el insecto. Con el fin de disminuir la cantidad de COV detectados,
se realizé la extraccion en ausencia de los insectos y teniendo en cuenta los COVs liberados por
el blanco (medio de cultivo). Este método es sencillo, sensible y reproducible. Por ello se

selecciond para establecer el perfil metabdlico volatil de las bacterias.

3.3.2 Perfil metabdlico del aislamiento PNM-143 (Streptomyces sp.)

En la Figura 3-2 se presenta el perfil metabdlico volatil de PNM-143 alas 48 horas y en la Tabla

3-2 los compuestos volatiles identificados en cada momento de extraccion.

Al comparar los perfiles cromatograficos, es posible evidenciar que en el perfil de la bacteria

se pueden identificar compuestos liberados por el medio de cultivo y el material plastico de la



54  control de insectos de granos almacenados mediante volatiles provenientes de

bacterias marinas del caribe colombiano

caja del ensayo. Una vez depurada la informacion, los esfuerzos de identificacién se enfocaron

hacia aquellos compuestos presentes inicamente en el TIC de la bacteria PNM-143.

Figura 3-2 a) TIC del HS-SPME para la bacteria PNM-143 a 48h del bioensayo, b) TIC del HS-
SPME del blanco de medio de cultivo ISP2 a las48h

En las primeras 24 horas, solo se producen cantidades detectables de isobutirato de etilo y
benzoato de metilo. A las 48 horas, alcohol furfurilico, acetofenona y limoneno son liberados,
pero no detectados en tiempo posterior. Caso contrario para tiglato de metilo, metilpirrol-2-
carboxilato y germacreno-D que son detectados hasta las 96 horas de ensayo. Los compuestos
antranilato de metilo, 3-gurjuneno y a-cubebeno, se producen con intermitencia de 24 horas,

lo cual se puede asociar con los dos ciclos de esporulacion que presenta esta bacteria(8).

La presencia de benzoato de metilo, limoneno y sesquiterpenos como germacreno D, (3-
cubebeno, 3-gurjuneno, a-cubeneno y a-ylangeno entre los volatiles liberados por la bacteria
PNM 143, coincide con otros trabajos para bacterias del género de Streptomyces (9)(10) lo cual
concuerda con la asignacion de género hecha para esta bacteria (7). El benzoato de metilo, el
antranilato de metilo y el limoneno, también han sido identificados como COVs bacterianos en

el género Streptomyces(9)(10).
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Tabla 3-2. Compuestos organicos volatiles identificados del aislamiento PNM-143
(Streptomyces sp.)

No. | IRexp | IRteo Compuesto PNM-143
DB-5 DB-5

24 (48 |72 |96

la 739 743 Isobutirato de etilo

1 848 851* Alcohol furfurilico

2 866 873 Tiglato de metilo

3 1024 1027* Limoneno

3a 1038 1026 2-metil-2-borneno

4 1059 1065 Acetofenona

5 1088 1084* Benzoato de metilo

6 1112 1123 Metilpirrol-2-carboxilato

6a 1392 1390 B-cubebeno

7 1407 1402* Antranilato de metilo

8 1432 1432 B-gurjuneno

9 1460 1463 a-cubebeno

10 1474 1479 Germacreno D

10a | 1493 1491 a-ylangeno

NR = No se reporta un valor de literatura
* = Identificaciéon inequivoca por comparacion del espectro de masas e indice de retenciéon con sustancias de
referencia.

Al tener en cuenta el ensayo de mortalidad del insecto, se observo que cumplidas 96 horas del
bioensayo se obtiene una tasa de mortalidad del 50%, que puede estar asociada con la
presencia de [3-cubebeno que se genera justo en ese momento o a la acumulacién por parte de

los insectos de dosis letales de otros compuestos volatiles.

Al comparar estos resultados con otras publicaciones, se encontré que el alcohol furfurilico y
el metilpirrol-2-carboxilato se detectan por primera vez como volatiles de bacterias, mientras

que la acetofenona ha sido detectada en bacterias del género Burkholderia (11).
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3.3.3 Perfil metabolico volatil de los aislamientos PNM-123, PNM-
201, PNM-39 (Paenibacillus sp.)

Los perfiles metabdlicos de volatiles de las bacterias del género Paenibacillus sp. identificadas
como PNM-123, PNM-201 y PNM-39 son similares entre si. En la Figura 3-3 se muestra el perfil
metabolico volatil de estos aislamientos a las 96 horas, dado que es el tiempo en el que se
presenta la mayor produccién de compuestos volatiles. En la Tabla 3-3 se presenta la
identificacion de COVs liberados por las bacterias a las 24, 48, 72 y 96 horas de crecimiento.
Los criterios de identificacién se basaron en la comparacion de indices de retencion (IR) y
espectros de masas de bases de datos o de sustancias de referencia cuando se encontraban

disponibles.

La producciéon de COVs se evalu6 durante 4 dias consecutivos, observando que para las
bacterias del género Paenibacillus, la cantidad y variedad de analitos volatiles incrementa con
el tiempo de crecimiento. Asi, para las primeras 24 horas, se observan pocas sefales, mientras
que el perfil se enriquece principalmente entre las 48 y 72 h y permanece constante hasta las

96 horas.

Al correlacionar el perfil metabdlico volatil con el ensayo de mortalidad (seccion 2.3.3), se
puede estimar que los COVs liberados entre 48 y 72 horas de crecimiento son responsables de

la mortalidad observada para T. castaneum.
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Tabla 3-3. COVs identificados en los aislamientos Paenibacillus spp.

No. IR exp | IR teo Compuesto
DB-5 DB-5 PNM-39 PNM-123 PNM-201
Tiempo (horas) 24 (48 |72 |96 |24 |48 |72 |96 |24 |48 |72 |96
1 <600 400 Metanotiol
2 <600 | 503 | Acetona “
3 678 686* 2-pentanona
4 698 706 Tioacetato de metilo
5 700 704 2,4-dimetilfurano
6 728 734 Disulfuro de dimetilo
7 738 747 3-metil-2-pentanona
8 740 736 metil-isobutil-cetona
9 849 857* 5-metil-2-hexanona
10 889 885 3-heptanone
11 880 889* 2-heptanona
12 915 908 2,5-dimetilpirazina
13 948 956* 2-octanona
14 955 965* 5-metil-2-heptanona
15 963 963 Trisulfuro de dimetilo
16 1003 992* Benzonitrilo
17 1020 1012* | alfa-felandreno
18 1029 1023* | Alcohol bencilico
19 1092 1090* | 2-nonanona
20 1108 1114* | 2-feniletanol
21 1178 1190* | 2-decanona
22 1188 1168 2-metilisoborneol
23 1247 1251* | 1-decanol

* = Identificacién inequivoca con sustancias de referencia



Este trabajo es pionero en este tipo de correlacién. Asi se identificaron como potenciales
insecticidas los siguientes compuestos: 5-metil-2-hexanona, 3-heptanona, 2-heptanona, 5-
metil-2-heptanona, benzonitrilo, alcohol feniletilico y 1-decanol, por cuanto son producidos

por las 3 bacterias en este intervalo de tiempo.

El aislamiento PNM-39 es el mas diverso en cuanto a la composicion de los COVs generados,
pues produce compuestos azufrados, metilcetonas, cetonas, una pirazina e isoborneol. Las
bacterias PNM 123 y PNM 201 producen principalmente metilcetonas y cetonas alquilicas.
Todas las bacterias producen benzonitrilo, un compuesto altamente toxico con dosis letales de

100mg en ratas y 500mg en conejos (12).

Todos los aislamientos producen metilcetonas y cetonas alifaticas como 2-heptanona, 2-
octanona, 2-nonanona, 2-decanonona y 2-docecanona que también han sido identificados en
recientes investigaciones para el género Paenibacillus con actividad antifingica (13). Algunas
cetonas mas pequeifias como acetona e isobutil-metilcetona se han encontrado recientemente

en bacterias del mismo género con actividad promotora del crecimiento en plantas(14).

Asi mismo, se han identificado alcoholes alifaticos y aromaticos (15); cetonas(13) y
compuestos azufrados (16)como volatiles liberados por bacterias del género Paenibacillus,
que estan acorde con los resultados aqui encontrados. Compuestos como la 2-pentanona, 2,5-
dimetilpirazina, a-felandreno, 3-metil-2-pentanona, 2-octanona, 5-metil-2-heptanona, 5-
metil-2-hexanona y benzonitrilo, han sido identificados por primera vez como COVs

producidos por bacterias del género Paenibacillus sp.

3.4 Conclusiones

El método de extraccién de COVs mas eficiente y reproducible fue HS-SMPE con una fibra de
DVB/CAR/PDMS, en el bioensayo de caja cerrada y el muestreo a lo largo de las 96 horas. El
analisis del blanco permitié diferenciar los compuestos volatiles liberados por el medio de

cultivo.
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Las bacterias del género Paenibacillus sp liberan COVs semejantes entre si. Se identificaron
principalmente cetonas y metilcetonas como posibles responsables de la actividad insecticida

observada entre 48 y 72 horas.

La bacteria del género Streptomyces sp. puede diferenciarse de las bacterias del género
Paenibacillus sp. dada su composicion volatil. La bacteria PNM-39 fue la tinica que produjo

compuestos azufrados.

Tentativamente se puede decir que las cetonas alifaticas son responsables de la actividad
insecticida observada para las bacterias del género Paenibacillus spp. mientras que los
sesquiterpenos liberados por la bacteria del género Streptomyces sp. puede atribuirse la

actividad observada.
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4. Capitulo 4: Ensayos de actividad fumigante
sobre insectos Tribolium castaneum, Sitophilus
oryzae, Sitophilus zeamais

Resumen

En la actualidad los insecticidas se han convertido en un problema de salud publica latente, ya
que éstos han traido consecuencias toxicoldgicas a la fauna y flora a distintos niveles troéficos
y también consecuencias negativas al medio ambiente. Se han explorado nuevas fuentes de
origen natural dentro de estas los compuestos volatiles provenientes de bacterias.
Anteriormente se identificaron COVs de bacterias aisladas de ambientes marinos PNM-39,
PNM-123, PNM-201 y PNM-143. Los compuestos puros fueron utilizados en un bioensayo de
actividad fumigante sobre los insectos S. zeamais, S. oryzae y T. castaneum, encontrando los
mejores resultados con los compuestos benzotiazol con un valor LCs0 33,5 y 3,3 pmol. L1 para
los insectos T. castaneumYy S. zeamais respectivamente, y para el caso de S. oryzae el compuesto
de mayor actividad fue la 2-heptanona con LCso 27,96 umol. L-1. Se obtuvieron buenos
resultados con otros compuestos con valores menores a 100 umol. L-1, para los cuales no se
habia reportado previamente en la literatura la actividad insecticida. Este trabajo presenta
nuevas propuestas de compuestos volatiles que pueden ser usados para el control de plagas

de granos almacenados como S. zeamais, S. oryzae y T. castaneum.

Palabras clave: Productos naturales, insecticidas, COVs, Sitophilus spp., T. castaneum.
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4.1 Introduccion

Un gran porcentaje de los insecticidas comerciales que se usan actualmente en Colombia, son
importados y los otros se fabrican aqui en el pais(1) y estos se clasifican seglin su composicion
quimica en aceites minerales, insecticidas inorganicos, insecticidas organicos sintéticos e
insecticidas de nueva generacién. Adicional a esto la OMS (Organizacién mundial de la salud)
los clasifico segun su toxicidad en: a) extremadamente peligrosos, b) altamente riesgosos, c)
moderadamente peligrosos y d) ligeramente peligrosos(2). En actualidad estos insecticidas se
han convertido en problema de salud publica por ser sustancias toxicas persistentes, que se
bioacumulan en las cadenas alimenticias y logran moverse a grandes distancias. Al contaminar
los alimentos, se concentran especialmente en la leche y la carne por el proceso de la

biomagnificacién bioldgica.

Como parte de la solucién a estos problemas se ha visto a los productos naturales como una
fuente de compuestos bioactivos con diferentes actividades biolégicas, dentro de estas la
actividad insecticida(3). Se han aislado moléculas y extractos con dicha actividad, por ejemplo
piretrinas y limonoides, extracto de neem y aceites esenciales aislados de fuentes de origen
vegetal(4)(5). También se han aislados moléculas de otras fuentes naturales como las de
origen de marino ejemplo briatenina, calicina y telfairina aisladas de octocorales, esponjas y
algas respectivamente(6)(7). Otra fuente de productos naturales son los microorganismos, en
la actualidad los estudios de productos naturales obtenidos a partir de éstos se encuentran en
auge y se han hecho esfuerzos por obtener nuevas moléculas como péptidos, lactonas
macrociclicas, proteinas cristalinas entre otros(8)(9). Estos estudios siempre han estado
dirigidos hacia metabolitos secundarios extracelulares que poseen propiedades fisicoquimicas
que les confieren estabilidad respecto a su estado fisico ya sea sélido o liquido(10). No
obstante, ain no se han realizado muchos estudios acerca de la actividad biolégica de
compuestos organicos volatiles (COVs) producidos por microorganismos que son empleados

en la comunicacidn, alerta y defensa contra predadores(11).

En la actualidad con miras a busqueda de nuevas actividades bioldgicas, se consideré la
actividad insecticida, dada la relacién bioldgica que presenta los microorganismos con las

plantas y sus depredadores.
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Con la informacién anteriormente expuesta este capitulo se centrara en evaluar la actividad
insecticida de los compuestos puros identificados anteriormente en los aislamientos
seleccionados, y también se ensayaran COVs adicionales, los cuales fueron previamente

identificados en otros microorganismos aislados de ambientes marinos.

4.2 Materiales y métodos

Procedimientos generales

Todos los bioensayos insecticidas se llevaron a cabo en una incubadora Memert® modelo 400
en condiciones de temperatura de 28 + 1°C con flujo de aire. Se utilizaron los insectos S.

zeamais, S. oryzae'y T. castaneum criados como se menciond en el capitulo 2.
Reactivos

2-dodecanona, 5-metil-2-hexanona, 2-undecanona, 2-decanona, 2-nonanona, 2-heptanona, 2-
feniletanol, 2-pentanona, 4-metil-2-pentanona, acetato de n-butilo, 2-butoxietanol, alcohol
bencilico ,benzotiazol, trans-2-nonel-1-ol, 1-octen-3-ol, alcohol furfurilico marca Alfa Aesar®,
p-cimeno, cumeno, acetato de isoamilo, acetato de isopropilo, alcohol isoamilico, acetil
acetona, 1-hexanol, 1-octanol, 1-heptanol, propilenglicol, 2-octanol, marca merk,
fenilacetontrilo marca Toronto reseach chemicals®, antranilato de metilo marca International
Fragances and Flavor®, limoneno, benzoato de metilo marca Sigma Aldrich, nuvan 50EC

marca sanigral y 2-octanona obtenida por via sintética a partir de 2-octanol.
4.2.1. Ensayo fumigante in vivo de compuestos puros determinados

Para este ensayo se probaron algunos de los compuestos puros previamente identificados.
Este ensayo es una adaptacion de un ensayo fumigante de aceites esenciales [17]. Este consiste
en tomar discos de papel filtro de 2cm de didmetro, viales de 1,5 mL, frascos con tapa de 22
mL. Se introdujeron 10 insectos al frasco de 22mL, luego se tomaron los discos de papel y se

introdujeron dentro del vial de 1,5 mL, posterior a eso se aplicaron alicuotas de 2-0,5uL (90,9-
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22,7uL. L-1) de los compuestos puros sobre los discos de papel filtro y para terminar se colocé
el vial de 1,5mL en el interior del frasco de 22mlL, también se manejaron concentraciones mas
bajas usando frascos de un volumen de 130mL con la misma cantidad de alicuotas 2-0,5pL
(15,4-3,8 uL. L) se cerré todo el sistema y se incubé por 24 horas a 28°C. Se us6 como blanco
todo el sistema anteriormente descrito sin compuestos, como control positivo se usé
Nuvan50EC® a una concentracion de 100pL.L-1 de igual manera los ensayos fueron hechos por
triplicado. Pasadas las 24 horas se realizé el conteo de las muertes en cada unidad y se calculé

el porcentaje de mortalidad con la Ec. (1).

%Mortalidad tratada — %Mortalidad del control

% Mortalidad = kel
/o Mortalida 100 — %Mortalidad del control (Ee. 1)

Los valores de LCs € intervalos de confianza para los compuestos puros fueron calculados con

el software estadistico SPSS version 22.

4.3 Discusion y resultados

El objetivo principal del trabajo de investigacion siempre fue buscar compuestos organicos
volatiles provenientes de bacterias que tuvieran actividad insecticida sobre los 3 insectos,
infortunadamente el bioensayo solo arrojé resultados reproducibles para el insecto T.
castaneum, sin embargo los compuestos que se lograron identificar del perfil metabdlico
volatil de los aislamiento seleccionados, podian ofrecer la posibilidad de controlar no solo la
especie que dio activa en el bioensayo sino otras especies de insectos, tal afirmacién se
encuentra relacionada con los mecanismos de accién que se reportan hoy en dia para los
insecticidas que son similares entre los insectos(17). Adicional a esto, los insectos que se
requieren controlar han generado vias de comunicacién y relaciones interespecificas que les
permiten convivir en un mismo ambiente(18), asi pues, si se controla a T. castaneum es posible
controlar los otros insectos que viven en su mismo ambiente con los mismos compuestos. Todo
lo anterior se reafirma con varios articulos de autores que reportan actividad insecticida de

compuestos en ambos géneros(19)(20).
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En el capitulo anterior se realizé la identificacién inequivoca de algunos compuestos
correspondientes a los aislamientos PNM-123, PNM-201, PNM-39 y PNM-143. A este grupo de
compuestos se sumaron los COVs que habian sido identificados del perfil metabdlico volatil de
aislamientos previamente estudiados por nuestro grupo de investigacién, que presentaron
actividad insecticida en el screening, siendo estos PNM-50, PNM-166 y PNM-216(14)(15)(16).
Los compuestos pertenecientes a esos aislamientos fueron 1-octen-3-ol, benzotiazol, 2-
undecanona, 2-docecanona, 2-undecanona, 4-metil-2-pentanona, acetato de n-butilo, 2-n-
butoxietanol, trans-2-nonel-1-ol, p-cimeno, cumeno, acetato de isoamilo, acetato de isopropilo,
alcohol isoamilico, propilenglicol, 1-hexanol, 1-heptanol, 1-octanol y 2-octanol. En total se
ensayaron 33 compuestos puros sobre las 3 especies de insectos (Tribolium castaneum,
Sitophilus zeamais y Sitophilus oryzae), de los cuales solo un conjunto de esos generd una
actividad insecticida superior al 60%. Los resultados se presentan en la Tabla 4-1. En esta tabla
se muestran los resultados de los ensayos preliminares de los compuestos con respecto cada

especie de insecto, se muestran resultados como porcentaje de mortalidad.

De los 33 compuestos ensayados, a modo de tamizaje preliminar se encontr6é que solo 26
compuestos presentaron una actividad superior al 60% los cuales se consideraron como
activos, y los compuestos que no superaron ese valor se consideraron como no promisorios de
la actividad, en las 3 especies de insectos. En algunos casos algunos compuestos mostraron
actividad en las 3 especies y para otros casos solo en dos o una de estas. 23 compuestos de los
33 tuvieron un efecto insecticida sobre los insectos S. oryzae, 22 compuestos activos contra T.
castaneumy 15 compuestos fumigantes sobre S. zeamais. Esta es una primera aproximacion al
comportamiento de la actividad bioldgica de los COVs que estdn siendo ensayados, ya que con
los resultados expresados muestran que los insectos S. oryzae son mas susceptibles a la acciéon
insecticida de los compuestos, mientras los insectos S. zeamais presentan una mayor

resistencia a los compuestos evaluados.

Al relacionar los COVs que estaban produciendo los aislamientos seleccionados a las 24, 48, 72
y 96 con la actividad insecticida de este capitulo sobre el insecto T. castaneum, la mayoria de
los compuestos que presentaron la actividad se encuentran presentes entre las 48 y 72 horas,
esta relacion se confirma con el estudio que se hizo del porcentaje de actividad insecticida en

el bioensayo caja cerrada (secciéon 2.3.3).
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Tabla 4-1. Porcentaje de mortalidad en el modelo fumigante de los compuestos evaluados a
una concentracion de 90,1 pL.L-! sobre los insectos T. castaneum, S. zeamais, S. oryzae.

Compuesto T. castaneum | S. zeamais S. oryzae
2-dodecanona 0,0 0,0 0,0
5-metil-2-hexanona 100,0 100,0 100,0
2-undecanona 50,06 0,0 0,0
2-decanona 96,7+4 0,0 0,0
2-nonanona 100,0 90,016 100,0
2-heptanona 100,0 100,0 100,0
2-feniletanol 33,36 0,0 0,0
2-pentanona 60,0+6 100,0 100,0
4-metil-2-pentanona 100,0 0,0 100,0
Acetato de n-butilo 26,74 0,0 100,0
2-n-butoxietanol 90,0+£10 100,0 100,0
Benzotiazol 100,0 100,0 100,0
trans-2-nonel-1-ol 0,0 0,0 0,0
1-octen-3-ol 83,38 100,0 100,0
Alcohol furfurilico 96,7+6 100,0 100,0
p-cimeno 100,0 40,0+10 80,0£10
Cumeno 80,0+10 60,0+4 93,3+6
Acetato de isoamilo 100,0 96,716 80,0+6
Acetato de isopropilo 50,06 27,06 80,010
Alcohol isoamilico 100,0 100,0 80,06
Acetil acetona 100,0 100,0 100,0
1-hexanol 33,36 23,36 60,06
1-octanol 33,34 13,314 80,76
1-heptanol 40,07 13,314 66,76
propilenglicol 26,710 0,0 40,0£6
2-octanol 66,716 26,7+6 80,07
Antranilato de metilo 20,06 0,0 0,0
2-octanona 93,316 83,3+7 100,0
Benzonitrilo 100,0 100,0 100,0
Limoneno 100,0 0,0 0,0
Benzoato de metilo 100,0 100,0 100,0
alfa-felandreno 100,0 0,0 40,0+5
Alcohol bencilico 90,0+4 0,0 0,0

Media * 1DE de las tres repeticiones
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Los compuestos benzotiazol, 1-octen-3-o0l (13), limoneno y a-felandreno(21) ya han sido
reportados actividad insecticida sobre el insecto T. castaneum, pero los compuestos 5-metil-2-
hexanona, 2-nonanona, 2-decanona, 2-octanona, p-cimeno 2-heptanona, 2-pentanona, 4-
metil-2-pentanona, 2-butoxietanol, alcohol furfurilico, cumeno, acetato de isoamilo, alcohol
isoamilico, acetil acetona, 2-octanol, 2-octanona, benzonitrilo, benzoato de metilo y alcohol
bencilico, no habian tenido reportes de la actividad insecticida sobre T. castaneum

anteriormente.

Los compuestos con actividad insecticida sobre S. zeamais, encontrados en esta investigacion

no han sido reportados con la actividad biolégica de interés sobre este insecto hasta ahora.

El compuesto p-cimeno(22) de todo el conjunto de compuestos activos contra S. oryzae es el
Unico que tiene reportes en literatura de su actividad. Los demdas compuestos no presentan

ningln reporte de la actividad insecticida sobre dicho insecto.

Asfi pues, teniendo en cuenta los pocos reportes en la literatura de los COVs con la actividad
insecticida sobre los 3 insectos de este trabajo, se infiere que los resultados presentados
aportan nuevo conocimiento acerca de otros compuestos que pueden ser usados para

contralar dichas plagas.

Ahora especificamente se debe observar cual es la clase de compuestos que generan la
actividad en cuanto a estructura quimica se refiere en cada especie, asi que se decidid
agruparlos en 4 grupos segun su grupo funcional y el insecto en el que fue ensayado como se

muestran en la Figura 4-1
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Grupos funcionales de los covs ensayados

Figura 4-1. Numero de compuestos activos por grupo funcional para T. castaneum, S.
zeamais y S. oryzae.

En la Figura 4-1 se muestra cual es la influencia del grupo funcional del compuesto que se esta
ensayando respecto a si se clasifica como activo o inactivo en cada especie de insecto. En
general se ve que los compuestos que presentan grupo funcional cetona son activos ya que en
los 3 insectos la barra correspondiente a activos representa mas de la mitad de todas las
cetonas ensayadas, el caso de los alcoholes si presenta algunas diferencias en el nimero de
alcoholes activos ya que para los insectos T. castaneum y S. zeamais son menos de 4 alcoholes
activos de los compuestos presentan una actividad preliminar. De los 4 compuestos que
pertenecen al grupo de los ésteres se consideraron todos activos preliminarmente en los
insectos T. castaneum y S. oryzae, pero para S. zeamais solo uno de estos fue activo. Los
compuestos aromaticos presentaron muy buenos resultados de actividad para los insectos T.
castaneumy S. oryzae, pero para S. zeamais solo la mitad del nimero total de los compuestos,
y por ultimo el grupo de compuestos de terpenos identificados en este trabajo solo

presentaron actividad en los insectos T. castaneum.

En general, los grupos de compuestos que presentaban una buena actividad en T. castaneum

la presentaban en S. oryzae. Para el caso S. zeamais ningiin grupo supero la mitad de los
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compuestos activos, lo cual apoya la discusién anterior acerca de que se requieren

concentraciones mas altas para generar la muerte de dicho insecto.

Tabla 4-2. Concentracion letal 50 (LCso) para los compuestos activos de la fase preliminar en
los insectos T. castaneum, S. zeamais, S. oryzae

Compuesto T. castaneum S. zeamais S. oryzae
Cetonas

5-metil-2-hexanona 98,1(70,4-13,18) 83,3(72,2-95,3) 32,5 (28,5-37,4)
2-decanona 163,5(63,5-430,2) - -

2-nonanona

81,7(68,7-96,3)

251,1(213,0-229,3)

52,9(46,9 -59,2)

2-heptanona

97,8(84,8-112,9)

82,2(68,9-99,2)

27,9(24,6-32,0)

2-pentanona

155,2(118,1-201,7)

359,1(313,3-424,6)

86,0(76,4-96,3)

4-metil-2-pentanona

65,77(58,4-73,68)

136,9(116,8-161,2)

2-octanona 276,2(230,5-331,5) | 340,8(309,7-374,8)
Acetil acetona 220,3(187,5-259,2) - 465,3(415,4-520,3)
Alcoholes

2-n-butoxietanol 134,8(109,5-163,8) 84,2-(74,0-97,6) 55,1(40,7-71,5)
1-octen-3-ol 180,4(157,4-209,8) 7,6(6,2-9,2) 149,2(127,0-174,7)
Alcohol isoamilico 278,4(238,9-331,2) | 261,6(217,9-319,4) | 675,3(623,6-737,3)
1-hexanol - - 619,2(560,6-703,2)
1-octanol - - 433,5(394,5-480,4)
1-heptanol - - 517,9(465,7-589,6)
2-octanol - - 383,6(345-427,1)
Esteres

Acetato de n-butilo

135,1(119,2-151,9)

Acetato de isoamilo

220,6(194,3-253,9)

133,4(118,4-154,7)

411,0(363,6-469,3)

Acetato de isopropilo

622,1(567-691,9)

Benzoato de metilo

79,6(66,7-100,0)

223,4(211,3-243,2)

102,3(94,4-123,5)

Aromaticos

Benzotiazol 33,5(19,3-36,6) 3,3(1,9-3,5) 52,0(26,1-62,4)
Alcohol furfurilico 304,5(259,5-361,4) 14,7(11,7-18,2) 44,7(38,3-52,7)
p-cimeno 131,8(109,9-158,3) - 383,9(341,3-432,6)
cumeno 292,2(220,1-390,1) 564,0(492,1-666,5) | 413,1(375,1-454,9)
Alcohol bencilico 383,9(301,9-488,7) - -
Terpenos

Limoneno 136,9(116,8-161,2) - -
o-felandreno 155,2(135,4-175,6) - -

Nuvan 50EC 19,1(17,4-21,9) 12,3(11,5-12,9) 3,4(2,9-4,2)

LCso = pmol. L-1aire

Entre paréntesis se encuentra el rango del limite de confianza del 95%

Hasta el momento no es posible establecer un patrén de actividad biolégica ya que esto solo es
una primera aproximacion segun el grupo funcional. Para entrar a una discusién mas profunda
se debe tener en cuenta valores de concentracién letal 50 (LCso), la estructura completa del

compuesto y sus propiedades fisicoquimicas. En este orden de ideas y para continuar con los
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objetivos de la investigacién, se redujo la concentracién de todos los compuestos ya
seleccionados como activos y se determiné su LCsy, resultados que se muestran en la Tabla 4-

2.

Para el compuesto benzonitrilo, a pesar de ser uno de los mas activos, no se decidi6é seguir
ensayando después de las pruebas preliminares, ya que reportes en la literatura demuestran
que es un compuesto altamente téxico y nocivo al contacto con la piel y vapores, presenta
informes de estudio carcinogénicos en células mamiferas e intoxicacion de artrépodos
terrestres(23). Dadas las complicaciones que presenta el compuesto no es viable que pueda
funcionar como un futuro principio activo de un insecticida. Los otros compuestos no
presentaban reportes de toxicidad elevada en concentraciones bajas o algunos no reportaban
estudios. Sin embargo, es importante aclarar que para todos los compuestos que sean
postulados como futuros insecticidas se requiere realizar ensayos de toxicidad en otros
organismos y evaluar capacidades de bioacumulacién, de igual forma se espera en principio
que los compuestos se usen como barreras de proteccién en los almacenes y no lleguen a tener

contacto con los granos almacenados.

Los compuestos que ya se conoce su actividad insecticida sobre el insecto T. castaneum como
el benzotiazol tiene un reporte de LCso de 25,9 pmol.L, el valor encontrado por este trabajo
fue de 33,5 pmol.L'l valor que se encuentra muy cercano al ya reportado por Zhao y
colaboradores en la misma investigacion realizado también reportaron el compuesto 1-octen-
3-ol con un valor de LCsode 131,0 pmol.L-1(13), para el caso de este trabajo si reporto un valor
de 180,4 pmol.L1, este valor si se encuentra un poco mas alto que el reportado por los autores,
en algunos esta variacion influye el origen del insecto, ya que en algunos casos cuando se
tienen crias salvajes, es decir extraidas directamente de un silo y/o almacén a tenerlas criadas
controladamente en laboratorio, los resultados pueden llegar a variar respecto a la efectividad
de uninsecticida(24). El compuesto a-felandreno presenta reportes de un valor de LCso= 188,2
pHmol.L-t en el caso de este trabajo fue de LCs0=155,2 pmol.L-1 de igual manera a los anteriores
analisis se encuentra un valor cercano al reportado por literatura, también reportan un valor
de LCs50=167,3umol.L-1 para el caso del limoneno(21), en el caso de la investigacién presente se

obtuvo un valor de LCs0=136,9umol.L'1 lo cual también estaria cerca, dados los resultados
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obtenidos se puede inferir que los resultados si tienen concordancia con los reportes ya

hechos.

Ahorabien, se quiere resaltar cual fue el compuesto que presentd la mejor actividad insecticida
sobre T. castaneum, siendo este benzotiazol con un valores de LCsp 33,5 pmol.L-, valor que
representa dos veces el valor del control positivo usado actualmente Nuvan 50 (LCso =

19,1umol.L1).

Los compuestos que presentaron la mejor actividad sobre el insecto S. zeamais fueron 1-octen-
3-0l, benzotiazol y alcohol furfurilico, estos 3 compuestos con valores de LCso inferiores a
15umol.L-1, estos resultados son mas prometedores dado que al compararlos con el valor del
LCso del control positivo Nuvan 50 (LCso = 12,3umol.L-1), resultan estan cercanos e incluso dos

compuesto por debajo de este valor.

Los COVs evaluado en el dltimo insecto S. oryzae presentaron resultados en los que el insecto
fue el menos resistente a la accién de los COVs, ya que en éste su mayoria este moria. En la
Tabla 4-2 se observa claramente que los valores de LCso son mayores para dicho insecto y
adicional a esto algunos de esos compuestos no presentaron actividad en los otros insectos,
por tal razén se podria decir que quizas se debi6 usar un valor mas alto de concentracién para
obtener una respuesta positiva en los demas. Con respecto a los compuestos con mejor
actividad estan 5-metil-2-hexanona, 2-heptanona y alcohol furfurilico, con valores de LCso
inferiores al 50pmol.L-, en este caso el control tiene el valores mas bajo de LCso con respecto

a los obtenidos en los otros ensayos siendo este 3,4umol.L-1.

Se tienen varias compuestos con grupo funcional cetona activas en los 3 insectos con valores
bajos de LCsg, adicional a esto los compuesto son metilcetonas, estas presentan reportes de
actividad insecticida y acaricida contra otros targets(25), lo cual podria inferir poseen un

mecanismo de accion similar.

El compuesto que posee la mejor actividad en las tres especies fue el benzotiazol dado sus
bajos valores de LCso y su cercania con el control, dicho compuesto puede ser pensado en

propuesta para el control de los tres insectos.
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Como se evidencia todos los resultados de la Tabla 4-2 son variables y estos van a depender
netamente del insecto que se esté ensayando, las propuestas de compuestos como futuros
principios activos de insecticidas comerciales que se han hecho atin no han tenido en cuenta
los valores de toxicidad en otras especies, asi que seria relevante realizar ensayos con los
compuestos en diferentes modelos biol6gicos. También evaluar el posible costo de produccién
de los compuestos y por ultimo si cabe la posibilidad evaluar mezclas de estos que generen un
efecto sinérgico en la actividad insecticida, con miras a tratar problemas de resistencia y

disminucién en las concentraciones.

4.4 Conclusiones

Los COVs identificados posteriormente en este trabajo y en trabajos anteriores son capaces de
generar un efecto insecticida sobre los targets propuestos, dependiendo de la clase de
compuestos y el insecto, estos pueden generar un efecto activo o inactivo en este. Los insectos
S. zeamais fueron mas resistentes a la accion de los compuestos respecto a los otros insectos,

el grupo de compuestos mas grande activo en los 3 insectos fue el perteneciente a las cetonas.

Los compuestos que generaron la mejor actividad insecticida sobre el insecto T. castaneum
fueron benzotiazol, 2-nonanona y 2 heptanona con un valores de LCs033,5, 81,7 y 97,8 pmol.L-

laire respectivamente.

Para el caso el paso del insecto S. zeamais los compuestos mas activos fueron benzotiazol, 1-

octen-3-ol y alcohol furfurilico con valores de L.Cs 3,3, 7,6 y 14,7 pmol.L-1aire respectivamente.

Por ultimo, los compuestos mas activos sobre el insecto S. oryzae fueron 2-heptanona, alcohol
5-metil-2-hexanona, y furfurilico con valores de LCso 27,9, 32,5 y 44,7 pmol.L1aire

respectivamente.

Se tienen compuestos con excelente actividad, mezclas de estos pueden llegar a ser una posible
solucién para combatir plagas de los insectos ya mencionados, propuestas de éstas serian la

que se evidenciaron a las 48 y 72 del PMV de las bacterias en el bioensayo .
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5. Recomendaciones y perspectivas

Con respecto al bioensayo implementado, se recomienda su aplicacién para la evaluacion

insecticida de COVs frente a insectos pequefios (2-4mm).

La extraccion de COVs es un reto experimental, que fue superado en este trabajo mediante el
uso de condiciones estandar que pueden ser empleadas en la exploraciéon de otros COVs de

fuentes microbianas.

Este trabajo permiti6 identificar compuestos volatiles con actividad insecticida que deben ser
evaluados en mezcla y en campo, para evidenciar su efectividad y posible obtencién de un

producto insecticida efectivo, econdmico, seguro y amigable con el medio ambiente.

Se recomienda, evaluar la actividad insecticida de otros compuestos identificados en este

estudio y con otros insectos.






A. Anexo: Informacion adicional
capitulo 2

Tabla IA2.1. Unidad formadora de colonia para el criovial de partida y unidad formadora de
colonia en el bioensayo por caja de Petri.

Bacteria UFC/mL en el criovial UFC/caja bioensayo
PNM-5 3,9 x 108 6,0 x 108
PNM-143 2,6 x 108 3,9 x 107
PNM-201 2,1 x 108 1,7 x 108
PNM-149 6,3 x 108 2,0 x 108
PNM-210 1,2 x 108 4,0 x 108
PNM-39 4,0 x 108 1,0 x 10°
PNM-123 1,6 x 108 1,0 x 108
PNM-216 4,5 x 108 2,8 x 108
PNM-145 1,0 x 107 5,0 x 107
PNM-10 2,2 % 108 6,0 x 108
PNM-144a 1,3 x 108 1,2 x 108
PNM-50 3,5 x 108 2,8 x 108
PNM-166 5,0 x 107 3,0 x 107
PNM-106 8,0 x 107 4,0 x 107
PNM-208 1,7 x 108 2,3 x 108
PNM-24 2,3 x 108 1,7 x 108
PNM-115 1,3 x 108 1,5 x 108
IBUN-5.1 2,2 X 108 1,0 x 108
PNM-32 1,6 x 108 1,8 x 108
PNM-168 4,0 x 10° 1,2 x 107
PNM-54 8,0 x 107 1,1 x 108
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Esquema del disefio del bioensayo

Figura IA2.1 Recipientes plasticos con los soportes Figura IA2.2 Conteo de los insectos

Figura IA2.3 Introduccién insectos en el recipiente Figura IA2.4 Cierre del compartimiento
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B. Anexo: Informacion adicional
capitulo 3

Sintesis de 2-octanona

En un balén de 50 mL con tapa se adiciond 39 mmoles de 2-octanol y una mezcla de 56,4
mmoles de Na,Cr,07en 25mL de DCM. Se tapo y se colocé en agitacién por 24 horas. Pasado
el tiempo la mezcla de reaccién fue puesta sobre un papel filtro el cual estaba en un embudo
buchner con un erlenmeyer de desprendimiento lateral conectado a una bomba de vacio. La
bomba fue encendida y la mezcla se lavo con 50 mL de éter etilico. El filtrado fue puesto en
un balén de 100 mL y fue sometido a rota evaporacién por 30 minutos a una presién de 250

torr, 120 rpm y 40°C. El producto final fue chequeado por GC-



