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EVALUACION DE LA SENSIBILIDAD DE LA BACTERIA ANTAGONISTA
SERRATIA PLYMUTHICA CEPA CCGG2742 A FUNGICIDAS DE USO COMUN
EN VID (VITIS VINIFERA L.)

RESUMEN

La pudricion gris, causada por el hongo Botrytis cinerea, corresponde al principal problema
fitopatologico que enfrentan los productores de uva de mesa, puesto que limita su
produccion y exportacion al desarrollarse pudriciones incluso en almacenaje. Para su
control, se integran diferentes medidas entre las cuales el uso de fungicidas especificos es la
base de los programas utilizados. Actualmente, la creciente preocupacion por la presencia
de residuos de fungicidas en la fruta y el riesgo ambiental asociado a su uso, ademas del
desarrollo de resistencias en Botrytis a estas moléculas, han complicado su empleo como
estrategia de control. Ante el cual se han aplicado métodos alternativos como la
intensificacion de précticas culturales que disminuyan las condiciones predisponentes de la
enfermedad, junto a herramientas naturales que incluyen el uso de extractos de citricos y
controladores biolégicos como Trichoderma. Por otro lado, recientemente se ha elaborado
un biofungicida con la bacteria antagonista Serratia plymuthica cepa CCGG2742, un
controlador biolégico de B. cinerea, que en este ensayo se ha probado su sensibilidad frente
a fungicidas de uso comdn en vid, con el objeto de conocer su compatibilidad en un posible
programa de control que integre estas estrategias. Se evaluaron los ingredientes activos
boscalid, ciprodinil + fludioxonil, fenhexamida, iprodione, kresoxim methyl, pyrimethanil,
tebuconazole y extracto de citrico en concentraciones que fluctuaron entre 0 y 5.000 ug i.a.
- mL™? y se calculé la ECso. Los valores de ECsq obtenidos fueron: 6,00-10%; 3,18-107;
7,04:10"% y 1,38:10"® pg ia. - mL™?, para fenhexamida, extracto de citrico, tebuconazole y
boscalid respectivamente, mientras que con iprodione, kresoxim methyl, pyrimethanil y la
mezcla de c+f, no se obtuvieron valores de ECsq positivos, ni indicios de inhibicion in vitro.
De acuerdo a estos resultados, el uso de dosis comerciales de fungicidas no altera el
desarrollo de la cepa CCGG2742.

Palabras clave: antagonistas, control bioldgico, pudricién gris.



SENSITIVITY OF SERRATIA PLYMUTHICA STRAIN CCGG2742 TO
FUNGICIDES COMMONLY USED ON TABLE GRAPES (VITIS VINIFERA L.)

ABSTRACT

Gray mold induced by Botrytis cinerea, is the most important disease of table grapes that
causes significant losses to grape growers. Its ability to attack in the orchard and its ability
to develop under conditions prevailing during storage, shipment and marketing make its
control a challenge. Control programs have relied mainly on chemical strategies using
specific fungicides. However, the growing public concern about fungicide residues in fruit,
and the environmental risk associated to fungicide use, in addition to pathogen’s resistance
development, have created a complicated situation for the continuous use of fungicides.
Therefore, alternative methods have been developed for non-chemical control, such as
cultural practices, and the use of natural products including citrus extracts and biological
controls agents, as Trichoderma. Serratia plymuthica, antagonistic to B. cinerea, is a new
biocontrol agent, and in this study the sensitivity of the strain CCGG2742 to fungicides
commonly used in vineyards was tested, in order to know their compatibility for possible
control programs that integrate these tools. Boscalid, ciprodinil + fludioxonil, fenhexamida,
iprodione, kresoxim methyl, pyrimethanil, tebuconazole and citric extract were tested at
concentrations ranging between 0 and 5,000 pg i.a. - mL™. ECs, values obtained ranged
between 5.48-10% and 1.38:10™ pg i.a. - mL™. According to these results, commercial rates
of the fungicides tested do not affect the development of S. plymuthica strain CCGG2742.

Key words: antagonists, biological control, gray mold.



INTRODUCCION

Con una superficie plantada de 53.523 hectareas, una produccién estimada de 1.299.447
toneladas y un volumen exportado de 812.152 t en el afio 2012, la uva de mesa (Vitis
vinifera L.) se posiciona como la principal especie fruticola cultivada a nivel nacional,
generando més de un tercio del valor total exportado por la industria fruticola. Lo anterior
sitdia al pais como el mayor exportador mundial de uva de mesa y el 5% productor después
de China, Turquia, Unién Europea y Brasil (Bravo, 2013).

Una de las enfermedades mas importantes que afectan el rendimiento y la calidad final de
los frutos de esta especie, es la pudricion gris causada por el hongo Botrytis cinerea Pers.
(Esterio et al., 2010), que causa principalmente pudricion blanda y acuosa de las bayas
entre envero y cosecha, con desarrollo superficial de moho gris que compromete gran parte
del racimo (Latorre, 2004). Este patdgeno puede atacar casi todos los érganos de la planta,
sin embargo el mayor dafio lo causa cuando ataca el racimo antes, durante y después de
floracion (Auger, 1981). Los primeros sintomas se observan en prefloracion o floracién, en
que la infeccion ocurre sobre la epidermis del escobajo que adquiere una coloracion
blanquecina por la presencia del micelio del hongo en desarrollo, desecandolo. Posterior a
la floracién, el hongo permanece en restos florales senescentes hasta que las bayas
adquieren mayor madurez y los compuestos antifingicos tales como éacido glicélico,
taninos y fitoalexinas disminuyen, lo que ocurre desde envero en adelante. Posteriormente
en la cosecha, aparecen pudriciones en las bayas con sintomas de piel suelta, pardeamientos
y abundante esporulacion. En el parron, como consecuencia de un fuerte ataque al racimo
durante y posterior a la cosecha, se presenta pudricién de color pardo grisaceo en brotes aun
no lignificados. En estos brotes, se forman los cuerpos de resistencia del hongo, principal
forma de supervivencia en Chile, aunque también puede sobrevivir como micelio en forma
saprofitica en restos de tejidos en descomposicion (Auger, 1981; Esterio et al., 2004 y
Esterio et al., 2010). El desarrollo de este hongo se favorece en ambientes templados con
15 a 22 °C y con humedad relativa mayor al 95% alrededor de los racimos (Latorre, 2004).

El control de la enfermedad se basa en un manejo integrado que incluye préacticas culturales
como: arreglo de racimos, manejo de la canopia y fertilizacion adecuada, junto a préacticas
quimicas preventivas con botriticidas en los estadios fenol6gicos mas susceptibles, ademas
del uso de anhidrido sulfuroso (SO,) en pre y postembalaje (Esterio et al., 2004). No
obstante estas practicas, la enfermedad sigue siendo un problema, principalmente por la
pérdida de sensibilidad del patégeno a las moléculas fungicidas (benzimidazoles,
dicarboximidas, anilinopirimidinas e hidroxianilidas), gatillada por su uso reiterado sobre
poblaciones con desconocida sensibilidad a éstos (Esterio et al., 2010).

A lo anterior, se suma el creciente aumento en las restricciones al uso de agroquimicos, en
relacion a los limites maximos de residuos fitosanitarios permitidos y al nimero maximo de
activos residuales en la fruta, poniendo en riesgo la vida postcosecha del producto (Baeza y
Espindola, 2009; Esterio et al, 2010). Esta situacion, ha motivado la busqueda de productos



de origen natural sin limitaciones toxicoldgicas, que tengan un bajo impacto ambiental y
permitan disminuir el uso de fungicidas sintéticos. En esta busqueda, las estrategias
bioldgicas aplicables a postcosecha como la induccion de resistencia en el fruto, el uso de
productos de origen vegetal o animal con actividad fungicida y la aplicacion de
microorganismos antagdnicos, surgen como una nueva opcion para el control de la
enfermedad (Spadaro y Gullino, 2004).

El uso de productos de origen vegetal, como extractos y aceites esenciales ha sido
ampliamente estudiado por su actividad antimicrobiana y antifungica (Arif et al., 2009;
Burt, 2004; Dorman y Deans, 2000; Singh y Maurya, 2005), siendo los extractos de citricos
aquellos con mayor éxito en el control de patégenos (Aibinu et al., 2007; Alvarez et al.,
2013).

Los mecanismos de accion asociados a los extractos y aceites esenciales, aun no han sido
determinados debido a la variedad de compuestos y grupos funcionales presentes, no
atribuyéndose la capacidad antibacteriana solo a un mecanismo sino que a un grupo de ellos
(Burt, 2004). Sin embargo, el principal organelo afectado es la membrana, donde se
produce disrupcion, expansion, aumento de fluidez y permeabilidad, inhibicion de la
respiracion y alteracion de procesos de transporte de iones (Trombetta et al., 2005).

En cuanto al control biologico, definido como “la reduccion de la densidad de inoculo o de
las actividades inductoras de enfermedad de un patdgeno o parasito en estado vivo o
durmiente, por la accion de uno o mas organismos” (Baker y Cook, 1974) o como “el uso
de microorganismos antagonistas con el potencial de interferir en cualquiera de los
procesos Vitales de los patdgenos vegetales (Jacas et al., 2005), se han hecho estudios que
demuestran el éxito de levaduras, hongos y bacterias como agentes de control biolégico de
enfermedades, principalmente por sus diferentes mecanismos de accion que reducen el
desarrollo de resistencias y disminuyen el uso de fungicidas (Elad y Stewart, 2007; Sharma
et al., 2009).

Los mecanismos utilizados por la mayoria de los antagonistas no siempre son claros, y por
lo general estos poseen mas de uno; antibiosis, competencia por espacio 0 nutrientes,
interacciones directas con el patégeno (parasitismo y lisis enzimatica) e induccién de
resistencia en las plantas (Agrios, 2005; Janisiewicz y Korsten, 2002). Por ejemplo,
Trichoderma spp. parasita su huésped gracias a enzimas extracelulares tales como
quitinasas, celulasas, beta 1,3 glucanasas y proteasas que utiliza para romper las paredes de
hifas, conidios o esclerocios (Elad et al., 1982; Elad et al., 1983), mientras que Bacillus
subtilis (Ehrenberg) Cohn libera compuestos con propiedades antifingicas como la
subtulina y otros antibidticos de la familia de las lturinas que actuan sobre la pared celular
de los hongos (Cazorla et al., 2007; Touré et al., 2004). Ambos antagonistas son los que se
utilizan actualmente en los productos comerciales disponibles para el biocontrol de Botrytis
en el pais.

Entre los antagonistas bacterianos, son muchos los géneros utilizados como controladores
biolégicos de enfermedades, sin embargo entre ellos destacan Agrobacterium, Bacillus,



Pseudomonas y Serratia (Weller, 1988). Este ultimo, pertenece a la familia
Enterobacteriaceae y corresponde a un grupo de bacterias Gram negativas, saprofitas,
capaces algunas de producir pigmentos, biosurfactantes, &cidos grasos y enzimas del tipo
quitinasas que catalizan la hidr6lisis de quitina. El género incluye a Serratia marcescens
Bizio, Serratia liquefaciens (Grimes and Hennerty), Serratia proteamaculans (Paine and
Stansfield), Serratia grimesii Grimont, Serratia rubidaea Stapp, Serratia odorifera
Grimont, Serratia ficaria Grimont, Serratia entomophila Grimont, Serratia fonticola
Gavini y Serratia plymuthica (Lehmann and Neumann) (Dworkin et al., 2006). Esta tltima
ampliamente estudiada como antagonista de hongos fitopatdgenos debido a su actividad
quitinolitica y propiedades antifungicas (Kurze et al., 2001; Okumoto et al., 2001 y De
Vleesschauwer y Hofte, 2007).

Diferentes aislados de S. plymuthica han sido utilizados para el control de patdégenos del
suelo, las hojas y en algunos casos para suprimir enfermedades de postcosecha donde los
mecanismos de accion asociados son: antibiosis, parasitismo con la produccion de enzimas
liticas, competencia por nutrientes, produccion de sideréforos e induccion de mecanismos
de defensa en las plantas (De Vleesschauwer y Hofte, 2007).

Por ejemplo, Benhamou et al. (2000) encontraron que al inocular plantulas de pepino
(Cucumis sativus L.) con Pythium ultimum Trow previamente tratadas con S. plymuthica
cepa R1GC4 se desarrollaban menos lesiones en aquellas plantas tratadas, debido a una
acumulacion de callo y pectina en los sitios de infeccion, tales respuestas asociadas con la
aparicion de resistencia inducida. Kamensky et al. (2003) comprobaron que aplicaciones
foliares de S. plymuthica cepa IC14 también protegian pepinos de infecciones por B.
cinerea y Sclerotinia sclerotiorum (Lib.) de Bary a través de la secrecién de antibioticos,
proteasas y sideréforos. En otros casos, S. plymuthica se ha utilizado también en tubérculos
de papa (Solanum tuberosum L.) para el control de Fusarium sambucinum Fries (Gould et
al., 2008) y en naranjas (Citrus sinensis L.) para el control de Penicillum digitatum Sacc. y
Penicillum italicum Wehmer (Meziane et al, 2006). De Vleesschauwer y Hofte (2007)
recopilan y mencionan otros casos exitosos de control por parte de esta especie.

En otros estudios, se ha visto que S. plymuthica cepa A30 también controla bacterias de los
géneros Pectobacterium, Ralstonia y Dickeya que causan enfermedades en papa, llegando a
disminuir en un 100% la incidencia de la enfermedad en condiciones de invernadero
(Czajkowski et al., 2012a; Czajkowski et al., 2012b). Por otro lado, la cepa 1C1270 se ha
utilizado en combinacién con Pseudomonas fluorescens cepa Q8r1-96 para el control de
Agrobacterium tumefaciens y A. vitis obteniéndose resultados exitosos (Dandurishvili et al.,
2011).

Segun Janisiewicz y Korsten (2002), la superficie de la fruta es una excelente fuente natural
de antagonistas para combatir enfermedades de postcosecha. Actualmente en Chile, se ha
aislado de la superficie de bayas de uvas, una cepa de S. plymuthica llamada CCGG2742
con la capacidad de inhibir el desarrollo de distintos aislados de B. cinerea y cuya
capacidad fungicida estaria dada por la secrecion de moléculas fungitoxicas que inhiben la
germinacion de conidias y la proliferacion del micelio (Castillo, 2010).



Esta cepa ha sido caracterizada morfoldgica y metabolicamente como un bacilo mévil de
0,7 a 1,5 um de largo y 0,6-0,8 um de ancho con la presencia de un flagelo polar, capaz de
secretar una molécula orgénica tipo fenilpirrol y una quitinasa que permite a la bacteria
sobrevivir en medios de cultivo con quitina coloidal como Unica fuente de carbono, no
produce pigmento y puede crecer en un amplio rango de temperaturas (4-37°C) y de pH
(4,5-9,5) (Castillo, 2012). La secrecion de mas de un tipo de molécula con distinto
mecanismo de accidn, garantizaria su eficacia por tiempos prologados (Castillo, 2012).

Sin embargo, el uso de antagonistas microbianos como unico control de enfermedades no
ha sido exitoso comparado con los fungicidas sintéticos, especialmente cuando la densidad
del patogeno es alta o se utilizan sobre infecciones ya desarrolladas (Budge et al., 1995;
Droby et al., 2009; Mathre et al., 1995). No obstante, la efectividad del control biolégico
puede ser aumentada a través de la integracion de otros métodos de control, siempre y
cuando éstos sean compatibles (Janisiewicz y Korsten, 2002; Janisiewicz y Conway, 2010).

Como ejemplo de lo mencionado anteriormente, la compatibilidad entre antagonistas y
fungicidas sintéticos ofrece la opcidn de usar los agentes microbianos en combinacion con
niveles reducidos de fungicidas (Sharma et al., 2009), mejorando la eficacia, el espectro de
control y se reduce el desarrollo de resistencias (Elad y Stewart, 2007; Eshel et al., 2009).
Ademas, segun Janisiewicz y Conway (2010), la aplicacion de bajas dosis de fungicida
junto con agentes de biocontrol permite reducir la cantidad de agente aplicado sin
comprometer el control de la enfermedad, haciendo que el tratamiento sea mas econémico.

De acuerdo a Budge y Whipps (2001), el fendmeno sinérgico envuelto en el control de
patogenos usando la aplicacion integrada de fungicidas y antagonistas puede ser mas
eficiente y duradero que el control por parte de antagonistas y fungicidas utilizados
individualmente.

Para Sharma et al. (2009), un antagonista ideal es aquel que ademas de ser genéticamente
estable, efectivo en bajas concentraciones, capaz de sobrevivir bajo distintas condiciones
ambientales, actuar sobre un amplio rango de patdgenos, no producir metabolitos toxicos
para el ser humano, no ser patogénico con el hospedero Y resistir formulaciones que puedan
almacenarse, debe ser compatible con otros tratamientos y resistentes a los fungicidas.

Si bien los fungicidas no estan formulados para controlar bacterias, es posible afectarlas en
forma directa o indirecta al alterar sitios de accion comunes o componentes de sistemas que
integran en ellos a bacterias (Yang et al., 2011). Por ejemplo, los fungicidas cuyo modo de
accion afectan la sintesis de acidos nucleicos, apuntan a 4 sitios de accion diferentes, de los
cuales, por lo menos uno de ellos, no solo es toxico para hongos sino que también para
organismos procariontes al afectar la enzima ADN Topoisomerasa Il presente también en
ellos (FRAC, 2012; Sioud et al., 2009). En cuanto a los efectos indirectos, Cycon et al.
(2010) y Monkiedje y Spiteller (2005), encontraron que los fungicidas dimethomorph,
hexaconazole y metalaxyl tienen impacto en la actividad de las bacterias relacionadas con
el ciclo del nitrégeno.



A causa de lo anterior, la compatibilidad de los métodos de control es un requisito para el
éxito de los tratamientos combinados; el primero no debe tener ningin efecto perjudicial
por el siguiente y preferentemente debe mejorarlo (Eshel et al., 2009).

Al respecto, se han observado diferentes casos, por un lado Errampalli y Brubacher (2006),
utilizaron la bacteria antagonista Pseudomonas syringae Van Hall con bajas dosis de
ciprodinil y obtuvieron un efectivo control sobre Penicillium expansum Link en manzanas
(Malus domestica Borkh), mientras que en otro estudio se observo que el fungicida
fludioxonil inhibié la biosintesis de pyrrolnitrin, metabolito con actividad antibacteriana y
antifingica, que afecta inevitablemente la eficacia de Pseudomonas fluorescens Migula
como biofungicida (Keum, et al., 2010). Por otro lado, Yildiz et al. (2007), probaron que la
misma bacteria no es afectada por los fungicidas ciprodinil + fludioxonil, iprodione, imazil
y fenhexamida y que ademéas al combinar algunas cepas con el 25% de la dosis
recomendada de fenhexamida, se reduce la incidencia de la enfermedad en un nivel similar
0 mayor que al aplicar la dosis completa del fungicida.

En base a la problematica que existe con los fungicidas sintéticos, la busqueda de
alternativas menos contaminantes y que permitan una reduccion significativa y permanente
del uso de fungicidas, es imprescindible para el desarrollo de una agricultura sostenible en
el tiempo. Es por ello, que la utilizacion de microorganismos como agentes de biocontrol,
ofrece una nueva oportunidad para lograr un equilibrio y sustentabilidad del ecosistema
agricola en cuestion.

Para que el uso de antagonistas microbianos sea exitoso, es fundamental conocer y
comprender que el ambiente en que se introducira debe ser favorable para su desarrollo.
Como ya es conocido, su utilizacién es efectiva sélo cuando se complementa con otras
estrategias de control, como son las bajas dosis de fungicidas, que permiten el
establecimiento inicial de los agentes.

Debido a lo anterior, es necesario conocer con mayor detalle la compatibilidad vy
sensibilidad de S. plymuthica cepa CCGG2742 a los fungicidas utilizados en el control de
la pudricién gris en vid para una exitosa adaptacion y consiguiente establecimiento de la
especie en el sistema agricola.

Hipotesis

Los fungicidas actualmente utilizados en el control de la pudricion gris en uva de mesa no
afectan el desarrollo de Serratia plymuthica cepa CCGG2742.

Objetivo

Determinar la sensibilidad in vitro de la bacteria antagonista Serratia plymuthica cepa
CCGG2742 a fungicidas de uso comdn en vid.



MATERIALES Y METODOS

Los ensayos de sensibilidad in vitro se realizaron entre los meses de Septiembre y
Diciembre del afio 2012, en el Laboratorio de Fitopatologia de Poscosecha del
Departamento de Sanidad Vegetal, de la Facultad de Ciencias Agrondmicas de la
Universidad de Chile, ubicada en Av. Santa Rosa N° 11315, La Pintana, Santiago, Chile.

Origen y multiplicacion de Serratia plymuthica cepa CCGG2742

Se utilizé la bacteria antagonista Serratia plymuthica cepa CCGG2742, proveniente del
laboratorio de Virologia de Hongos de la Universidad de Santiago de Chile, la cual se
repico semanalmente para disponer de bacterias frescas en cada uno los ensayos.

Para ello se prepar0 en un matraz 15 g de agar extracto de malta con 300 mL de agua
destilada esteril, el cual se esterilizo a 121°C por 20 minutos en autoclave. Luego, dentro de
una camara de flujo vertical se procedio a vertir su contenido en diferentes placas Petri. Al
enfriar y solidificarse el extracto en las placas, se sembré la bacteria con un asa metalica y
se incub6 a 20° +/- 1°C durante 7 dias aproximadamente, para su posterior utilizacion
(Castillo, 2010).

Medios de cultivo y preparacion de fungicidas

Para los ensayos de sensibilidad se utilizaron 8 fungicidas (Cuadro 1) que fueron
incorporados en el medio de cultivo Agar Mueller Hinton (AMH), excepto para Scala 400
SC y Switch 62,5 WG en que se usé el medio de cultivo para anilinopirimidas
recomendado por Leroux et al. (1999), que estd compuesto por 10 g de glucosa, 1,5 g de
K,HPOQ,, 2g de KH,PO4, 1 g de (NH4)2SO4, 0,5 g de MgSO,4 * 7H,0, 12,5 g de agar y
1.000 mL de agua destilada.

Al mismo tiempo, se prepararon 2 soluciones madres de 100.000 pg ia -mL™ en agua
destilada estéril por cada fungicida, a partir de las cuales se agreg6 la cantidad necesaria de
solucion a cada uno de los matraces ya esterilizados, para obtener las concentraciones 0;
0,1; 1; 10; 50 y 100 pg i.a mL™. Realizado este ensayo, se procedié a preparar de la misma
manera las concentraciones 0, 100, 500, 1.000, 2.500 y 5.000 pg i.a ‘mL™.



Cuadro 1. Fungicidas utilizados en la evaluacion de sensibilidad de la bacteria antagonista
S. plymuthica cepa CCGG2742

Producto comercial Ingrediente activo ?/; Formulacion

BC 1000 Extracto de citrico 50 Concentrado emulsionable
Cantus® Boscalid 50 Gréanulos dispersables
Horizon 25 WP Tebuconazole 25 Polvo mojable

Krexim 50 SC Kresoxim methyl 50 Suspensidn concentrada
Rovral 4 Flo Iprodione 48 Suspensidn concentrada
Scala® 400 SC Pyrimethanil 40 Suspensidn concentrada
Switch® 62,5 WG Ciprodinil+fludioxonil (C+F) 62,5 Granulos dispersables
Teldor 50 WP Fenhexamida 50 Polvo mojable

Preparacion de la suspension de bacterias y posterior siembra

A partir de colonias frescas de S. plymuthica (Figura 1a), se prepard una suspension de
bacterias agregando con una micropipeta 1 mL de agua destilada a la placa Petri con
desarrollo de colonias, para luego mezclar y raspar con un asa de vidrio las bacterias y el
agua. Obtenida la suspension, se trasladaron las bacterias con la micropipeta a un tubo
Eppendorf, teniendo especial cuidado en no absorber el medio de cultivo de la placa Petri.

Teniendo la suspension y las placas ya solidificadas con las distintas concentraciones de
fungicidas, se procedié a sembrar con una micropipeta, 3 gotas de 5 pL de suspension
separadas a 3,5 centimetros aprox. en cada uno de los tratamientos (Figura 1b y c) y se
incubd por 48 horas a 22 +/- 1°C para su posterior evaluacion, siguiendo la metodologia
empleada por Riquelme (2010).

Figura 1. A) bacterias frescas, incubadas 7 dias aproximadamente, B) Punta de una
micropipeta expulsando una gota de 5 puL de suspension sobre la placa Petri con medio
de cultivo, C) Desarrollo de 3 colonias de S. plymuthica placa testigo.
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Determinacion de la concentracion de bacterias utilizadas.

Se determiné la cantidad de unidades formadores de colonia por cada mL (ufc-mL™)
realizando diluciones seriadas entre 102 y 10™° de la misma suspension utilizada, para
luego realizar una siembra de 100 pL de las diluciones 10® a 10™° en placas de Petri con
medio agar nutritivo. Al cabo de 24 horas de incubacion a 22 +/- 1°C se evalud la cantidad
de colonias formadas (Figura 2) y se multiplico tantas veces como fue diluida la suspension
original. La cantidad inicial de colonias utilizadas en los ensayos fluctu6 entre 8,00-10° y
3,35-10" ufe-mL™ (Cuadro 2, Apéndice 1)

Figura 2. Desarrollo de colonias de S. plymuthica en dilucién 10® luego de 72 horas de
incubacion.

Determinacién de la inhibicion

Pasadas las 48 horas de incubacion, se evaluo la sensibilidad de la bacteria en presencia de
los fungicidas a través de la medicion del didmetro alcanzado por las colonias bacterianas
comparado con el diametro del testigo sin fungicida en cada uno de los tratamientos (Figura
4, Apéndice 1V). Luego se determind el porcentaje de inhibicion y posteriormente la
concentracion efectiva media (ECsp), entendida como la concentracion de fungicida que
inhibe el crecimiento del 50% de la colonia bacteriana.

Para calcular el porcentaje de inhibicién se midié con un pie de metro el diametro de las
colonias formadas en los diferentes tratamientos y se compar6 con el testigo de acuerdo a la
siguiente férmula:

% Inhibicion = (1- diametro tratamiento/diametro testigo) x 100
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Disefio experimental y analisis estadistico

Para la evaluacion in vitro de la sensibilidad de la cepa bacteriana CCGG2742 a fungicidas,
se realizé un disefio experimental completamente al azar con los 8 fungicidas mencionados
anteriormente, en las concentraciones 0; 0,1; 1; 10; 50 y 100 pg ia-mL? en un primer
ensayo. En este ultimo no se obtuvo inhibicion del crecimiento, por lo que se procedio a
evaluar la cepa en las concentraciones de 0, 100, 500, 1.000, 2.500 y 5.000 pg i.a-mL™ en
un segundo ensayo, con 4 repeticiones por cada tratamiento.

El andlisis estadistico consistio en determinar la concentracion efectiva media (ECso), el
cual fue calculado a partir de la ecuacion de la regresion lineal entre el logaritmo de las
concentraciones de fungicidas y el porcentaje de inhibicidn.
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RESULTADOS

En un primer ensayo, al evaluar todos los fungicidas en concentraciones que fluctuaron
entre 0 y 100 pg i.a-mL™, fue posible observar que ninguno de ellos inhibié el crecimiento
de S. plymuthica cepa CCGG2742, por lo que se procedié a aumentar las concentraciones
hasta 5.000 pg ia-mL™ en un segundo ensayo, cuyos resultados se presentan a
continuacion.

Sensibilidad de S. plymuthica in vitro a fungicidas de uso comun en vid.

Al procesar los datos obtenidos y realizar las regresiones lineales entre los porcentajes de
inhibicion y el logaritmo de la concentracion con cada uno de los fungicidas, se logrd
observar que solo 4 de ellos presentaron rectas con pendiente positiva (Figura 3), siendo
ademas significativas (p <0,002), las cuales permitieron calcular la concentracion efectiva
media de cada fungicida para S. plymuthica cepa CCGG2742 (Cuadro 3, Apéendice ).

Los ingredientes activos que presentaron este comportamiento, con coeficientes de
determinacion cercanos a 0,5 fueron boscalid, extracto de citrico, fenhexamida y
tebuconazole, con valores de ECso que fluctuaron entre 6,00-10% y 1,38-10™ ug i.a. - mL™.
La menor ECsp de 6,00-10° pig i.a. - mL™ se obtuvo con el ingrediente activo fenhexamida,
seguido de 3,18:10" pg i.a. - mL™ para el extracto de citrico, 7,04-10* ug i.a. - mL™ para
tebuconazole y el mayor valor de 1,38:10* ug i.a. - mL™ correspondi6 a boscalid.

Las dosis recomendadas por los fabricantes para el control de B. cinerea en vid (Cuadro 4,
Apéndice I1), expresadas como concentracién de ingrediente activo son de 350 pg i.a.-mL™
para fenhexamida; 1,8 pL ia.-mL™ para el extracto de citrico; 312,5 pg i.a. - mL™ para
tebuconazole y 400 pg ia. - mL™ para boscalid. Al comparar las ECs obtenidas con las
concentraciones anteriores, se puede observar que todas son muchas veces mayores a las
recomendadas, lo que permite deducir que ninguno de estos fungicidas afectaria el
desarrollo de la cepa CCGG2742 en la préctica.

En cuanto a los ingredientes activos kresoxim methyl, pyrimethanil y la mezcla de C + F,
se observaron rectas con pendiente negativa (Figura 3) con coeficientes de determinacién
bajos excepto para la mezcla C+F (0,21; 0,17 y 0,64 respectivamente). Sin embargo, debido
a la escasa inhibicion observada con estos fungicidas, se obtuvieron valores de ECsy
menores a 0, al observarse un eventual mayor desarrollo de las colonias con el aumento de
las concentraciones. Para el caso de iprodione, no fue posible realizar una regresion al no
observarse inhibicion alguna con las diferentes concentraciones utilizadas (Cuadro 3,
Apéndice 1).
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Figura 3. Regresiones entre el porcentaje de inhibicion y el logaritmo de las
concentraciones de los ingredientes activos: A) Boscalid, B) Extracto de citrico, C)
Fenhexamida, D) Iprodione, E) Kresoxim methyl, F) Mezcla C+F, G) Pyrimethanil, H)

Tebuconazole.
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DISCUSION

La integracion de agentes de control bioldgico con fungicidas, ha sido una de las estrategias
propuestas para mejorar la eficacia de los antagonistas (Errampalli y Brubacher, 2006;
Zhou et al., 2002) y disminuir la concentracion de fungicidas en el control de patégenos.
De acuerdo a Keum et al. (2010), para una aplicacion apropiada de microorganismos como
agentes de biocontrol, un requisito importante es la tolerancia a pesticidas por parte del
organismo en cuestion. Es por ello, que en esta investigacion se evalud la sensibilidad in
vitro de la bacteria antagonista S. plymuthica cepa CCGG2742 a los ingredientes activos
boscalid, ciprodinil + fludioxonil, fenhexamida, iprodione, kresoxim methyl, pyrimethanil,
tebuconazole y extracto de citrico, con el fin de comprobar la compatibilidad de la bacteria
con estas moléculas, apuntando a la utilizacion de estrategias que combinen su uso
integrado en el control de B. cinerea en vid.

En un primer ensayo, se evaluaron concentraciones que fluctuaron entre 0 y 100 pg i.a. -
mL™, no encontrandose inhibicion, por lo que se procedié a aumentar las concentraciones
hasta 5.000 pg i.a. - mL™, en un segundo ensayo. En este Gltimo, se calcul la ECsy para
todos los ingredientes activos, obteniéndose los valores 6,00-10%; 3,18-10'; 7,04:10* y
1,38:10" pg ia. - mL™, para fenhexamida, extracto de citrico, tebuconazole y boscalid
respectivamente, los cuales al compararlos con las dosis comerciales recomendadas por los
fabricantes (Cuadro 4, Apéndice I1) resultan ser muy altos, con lo que su uso comercial no
deberia afectar el desarrollo de la bacteria.

Los altos valores de ECso observados, demuestran que existe escasa sensibilidad por parte
de la cepa hacia los ingredientes activos evaluados, posiblemente debido a la baja relacion
existente entre algunos de los mecanismos de accion afectados (Cuadro 5, Apéndice I11) y
el metabolismo bacteriano involucrado.

En el caso de boscalid, una piridin carboxiamida conocida por inhibir la respiracion de
hongos al afectar el complejo Il succinato deshidrogenasa, se obtuvo la menor toxicidad al
obtener una mayor ECs. Esta enzima transporta los electrones del FADH,, provenientes de
la oxidacion de succinato a fumarato, a la coenzima Q para integrarlos a la cadena
transportadora de electrones (Berg et al., 2008). De acuerdo a Avenot y Michailides (2010),
boscalid bloguearia el transporte de electrones desde el grupo [3Fe-4S], perteneciente a la
Subunidad B de la enzima, a la ubiquinona interrumpiendo la cadena e inhibiendo asi la
respiracion. En la cepa estudiada no se observo inhibicién del crecimiento, por lo que se
esperaria que este sitio no es afectado por los fungicidas.

La ausencia de inhibicion del género Serratia, por inhibidores de la succinato
deshidrogenasa, también ha sido estudiada por otros autores como Someya et al. (2005),
quienes estudiaron el efecto de flutolanil, ingrediente activo con igual mecanismo de accion
que boscalid, sobre la especie S. marcescens cepa B2, encontrando ausencia de inhibicion
del crecimiento y la produccion de quinasas de la cepa. Ademas, observaron que al
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combinar estas estrategias era posible también controlar al patdgeno Rhizoctonia solani
Kunh AG-1 IA al disminuir en un 100% la germinacion de esclerocios a los 100 pg i.a-mL’
! Lo anterior confirma que especies del mismo género, ademas de sobrevivir en presencia
de inhibidores del complejo Il succinato deshidrogenasa, pueden controlar un patégeno
estando en combinacion con bajas dosis de boscalid o un fungicida similar.

En cuanto a los inhibidores de la biosintesis de ergosterol en membranas de células de
hongos, los ingredientes activos tebuconazole y fenhexamida tampoco afectaron el
desarrollo de la cepa, ya que las ECs; calculadas de 3,18:10" y 6,00-10* ug ia. - mL™
respectivamente, son mayores a las concentraciones recomendadas por los fabricantes,
posiblemente debido a la ausencia de ergosteroles en bacterias (Voet et al., 2006; Tortora et
al., 2007) y sitios de accion susceptibles, aparentemente, a este tipo de moléculas. Por otro
lado, la ausencia de inhibicion fue también observada en estudios de Hammoudi et al.
(2012) quienes evaluaron la efectividad de control combinado de S. plymuthica cepa HRO-
C48 con el fungicida metconazol, un triazol de igual mecanismo de accion que
tebuconazole, en el control de Phoma lingam (Tode). Ademés, Sehnem et al. (2010)
demostraron que bacterias del mismo género eran capaces incluso de actuar sobre 42,76
mg-L™ de tebuconazole.

Al probar el extracto compuesto por semillas y pulpa de citricos, también se obtuvo un
valor elevado de ECsy (3,18:10"ug i.a. - mL™) que indica escasa sensibilidad al producto
comercial. Este resultado se contrapone a los estudios realizados con el extracto en
bacterias (Henriquez et al., 2005; Riquelme, 2010), sin embargo en estudios realizados por
Aibinu et al. (2007) y Reddy et al. (2012) es posible obtener inhibicion del género Serratia
con extracto de limonero (Citrus aurantifolia (Christm.) Swingle) y pomelo (Citrus
paradisi L.) (Uysal et al., 2011). Por otro lado, de acuerdo a Tassou et al. (2000) el efecto
en este tipo de bacterias depende del tiempo de exposicion.

De acuerdo a Okunowo et al., (2013), la inhibicion es dependiente del tipo de solvente
utilizado, por lo que es posible que el extracto tenga efecto en S. plymuthica, si a este se le
adiciona un aceite dispersable, tal como lo hicieron los mismos autores para inhibir el
crecimiento de E. coli con extractos de pomelo.

Para el caso de iprodione, una dicarboxiamida cuyo mecanismo de accion consiste en
inhibir la transduccién de sefiales osmoticas al afectar el complejo MAP/Histidina quinasa
en hongos (FRAC, 2012), se observo que la cepa tampoco fue inhibida, posiblemente
debido a que los genes objetivos 0s-1 y Dafl no estan involucrados en la regulacion
osmotica de la especie. Los mismo sucede con fludioxonil que también afecta la
transduccidn de sefiales osméticas, pero involucrando a los genes 0s-2 y HOG1.

La regulacion osmotica es fundamental para la adaptacion y sobrevivencia de los
organismos frente a fluctuaciones en la osmolaridad del medio. Los mecanismos
responsables de esta adaptacion, en general, se basan en la regulacién de canales
mecanosensitivos y acuaporinas en el caso de estrés hipo-osmotico, mientras que en estrés
hiper-osmético se producen solutos compatibles y regulacion de porinas presentes en la



17

membrana externa de bacterias Gram negativas (Hutsul y Worobec, 1994; Sleator y Hill,
2001). En el caso de la especie S. marcescens, las respuestas frente a estrés osmatico
involucran transcripcion de los genes ompC y ompF para la sintesis de porinas OmpC y
OmpF que controlan la permeabilidad de la membrana externa de acuerdo a las condiciones
del medio, provocando aumento en la expresion del gen ompC y represion del gen ompF en
condiciones de alta osmolaridad y viceversa (Belgic y Worobec, 2006).

Por otro lado, Wang et al., (2004) estudiaron el efecto de la aplicacién de iprodione, en
suelos con presencia de microorganismos y observaron que a medida que la dosis
aumentaba, los microorganismos no eran afectados, y muy por el contrario, tendian a
aumentar a medida que la dosis era mayor, siendo la temperatura el Gnico factor
determinante en la velocidad de desarrollo de los microorganismos.

Para los fungicidas kresoxim methyl, pyrimethanil y la mezcla de ¢ + f, no se obtuvieron
valores de ECsy positivos, ni indicios de inhibicion in vitro, lo que permite deducir que
ninguno de ellos afecta el desarrollo de la cepa. El primero, pertenece al grupo de los
inhibidores de quinonas del complejo Il que inhiben la respiracion de hongos al
interrumpir especificamente el gen cyt b (FRAC, 2012) que codifica para el citocromo b.
Este ultimo contiene el sitio de oxidacion de la ubihidroquinona (Qo) por lo que su
inhibicion bloquea el transporte de electrones desde el citocromo b al citocromo c,
interrumpiendo el ciclo energético y en consecuencia la sintesis de ATP (Xia et al. 1997).
Sin embargo, en enterobacterias como Serratia no existe como terminal oxidativo el
citocromo ¢, sino que en su lugar se utiliza una quinol oxidasa (Anraku, 1988).

De acuerdo a FRAC (2012), ciprodinil y pyrimethanil inhiben la sintesis de metionina al
afectar al gen cgs. Este ultimo codifica para la enzima cistationina gamma sintasa que
cataliza el penultimo paso de la sintesis, produciendo cistationina a partir de diferentes
sustratos dependiendo del organismo. Sin embargo segun Leroux et al. (2002), en Botrytis
la enzima afectada seria la cistationina beta liasa, la cual participa en la Gltima reaccion
transformando la cistationina en metionina. En bacterias, el coddn iniciador corresponde a
una formil metionina, una forma modificada del aminoacido metionina, ademas en
bacterias como E. coli, el gen metB es el que codifica para ambas enzimas (Holbrook et al.,
1990).

A pesar de la falta de estudios que prueben la sensibilidad de bacterias a fungicidas, aun es
posible encontrar investigaciones que utilizan otras especies con ingredientes activos que
comparten el mismo mecanismo de accién de los que aqui han sido evaluados, lo que
podria dar indicios de la sensibilidad de bacterias a este tipo de moléculas. Por ejemplo,
Anand et al. (2009) observaron compatibilidad entre P. fluorescens y azoxystrobin,
ingrediente con igual mecanismo de accién que kresoxim methyl, encontrando
compatibilidad entre ambas estrategias incluso en la dosis de 300 pg i.a.- mL™. Por otro
lado en el caso de la mezcla de fungicidas (C+F), Errampalli y Brubacher (2006)
compararon la eficiencia de ciprodinil y el antagonista Pseudomonas syringae cepa MA-4,
comprobando que el crecimiento de la cepa es inhibido solo ligeramente por ciprodinil a la
concentracion de 185 pg i.a. - mL™.
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Estos resultados demuestran el potencial éxito del uso de S. plymuthica cepa CCGG2742
asociada al uso de fungicidas en un programa de manejo integrado de la pudricién gris en
vid.
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CONCLUSIONES

De acuerdo con las metodologias utilizadas en este estudio, se puede concluir que:

La bacteria S. plymuthica cepa CCGG2742, no es inhibida por los fungicidas boscalid,
ciprodinil + fludioxonil, fenhexamida, iprodione, kresoxim methyl, pyrimethanil,
tebuconazole y extracto de citrico, aun cuando estos presentan variados modos de accion.

De acuerdo a lo anterior, el uso de S. plymuthica cepa CCGG2742 en asociacion con
fungicidas de uso comuln en vid es factible, sin embargo es necesario establecer ensayos en
campo que comprueben la eficiencia y eficacia del controlador bioldgico en presencia de
una amplia gama de patdgenos y condiciones existentes en la préactica.
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Cuadro 2. Unidades formadoras de colonias UFC (ufc-mL™) utilizadas con cada ingrediente
activo evaluado.

Ingrediente activo UFEn(:af;ggL_l)
Boscalid 4,74-10%
Cyprodinil + Fludioxonil 2,94-10"
Extracto de citrico 5,12:10%
Fenhexamida 2,94-10"
Iprodione 2,94-10"
Kresoxim methyl 5,12:10%
Pyrimethanil 2,94-10"
Tebuconazole 8,00 -10°

Cuadro 3. Ecuaciones, coeficientes de determinacion (R?), concentraciones efectivas
medias (ECsp) y valor “p” correspondientes a las regresiones entre el logaritmo de las
concentraciones y los porcentajes de inhibicion del crecimiento de Serratia plymuthica
frente a cada fungicida estudiado en concentraciones de 0 a 5.000 pgia - mL™.

Fungicidas Ecuacion R? ECy P value
Boscalid y=3,1374x-6,9075 0,49 1,38-10% 0
Extracto de citrico y=9,7761x-23,351 0,63 3,18:107 0,001
Fenhexamida y=15,906x-26,003 0,43 6,00-10" 0,002
Iprodione y=0 - - 0
Kresoxim methyl y=-3,4188x+20,917 0,21 3,11-10° 0,041
Mezcla C+F y=-4,9891x+17,061 0,64 2,50-107 0
Pyrimethanil y=-7,8617x+34,272 0,17 9,99-10° 0,073

Tebuconazole y=4,8002x-11,672 0,43 7,04:10* 0,002
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APENDICE II

Cuadro 4. Concentraciones y dosis de productos comerciales recomendados para el control

de Botrytis cinerea.

Producto Ingrediente Grupo Concentracion  Concentracion  Concentracion de
Comercial  activo quimico de producto Recomendada i.a. recomendada
BC 1000®  Extracto de Acidos carboxilicos, 500 g-L™* 180 mL-hL™ 1,8 uL-mL™*
liquido citrico polifenoles y
bioflavonoides

Cantus® Boscalid Piridin carboxamida 500 gkg™ 1,2 kg ha 400 pg'mL™*
Horizon Tebuconazole  Triazoles 250 g-kg™ 125 g'hL*! 312,5 pg-mL™
25 WP
Krexim Kresoxim Oximinoacetato 500 g™ 13 mL-hL*! 0,13 uL-mL*
50 SC Methyl
Rovral Iprodione Dicarboximida 480 L™ 125 mL-hL™ 600 puL-mL™
4 Flo
Scala® Pyrimethanil Anilinopirimidina 408 g™ 140 mL-hL™ 571,2 uL-mL™*
400 SC
Switch® Ciprodinil + Anilinopirimidina y 350 gkg™ 80 gthL? 300 pg'mL™*
62,5WG  Fludioxonil Fenilpirrol 250 gkg™ 200 pg-mL™

(C+F)
Teldor Fenhexamida  Hidroxianilida 500 gkg™ 70 ghL? 350 ug'mL™
50 WP

Fuente: Elaboracién propia.
Nota: Para la conversion se utilizaron 1500 L - ha™ con el ingrediente activo Boscalid.
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Cuadro 5. Grupos quimicos, modos, mecanismos Yy sitios de accion afectados por los

fungicidas evaluados en este ensayo.

Producto Ingrediente Grupo Modo de Mecanismo de Sitio de
Comercial activo quimico accion accion accion
BC 1000®  Extracto de Acidos carboxilicos,  Transporte de  Mdltiple Mudltiple
liquido citrico polifenoles y membrana,
bioflavonoides etc.
Cantus® Boscalid Piridin carboxamida  Respiracion Complejo Il Indefinido
Succinato
deshidrogenasa
Horizon Tebuconazole  Triazoles Biosintesis de  C14-demetilasa ergll/cyp51
25 WP esterol en
membranas
Krexim Kresoxim Oximinoacetato Respiracion Complejo 111 cytb
50 SC Methyl Citocromo bcl
Rovral Iprodione Dicarboximida Sefiales de MAP/Histidina 0s-2, HOG1
4 Flo transduccion quinasa.
Transduccion
osmotica
Scala® Pyrimethanil Anilinopirimidina Sintesis de Sintesis de cgs
400 SC aminoacidos y  metionina (propuesto)
proteinas
Switch® Ciprodinil Anilinopirimidina Sintesis de Sintesis de cgs
62,5 WG aminoacidos y  metionina (propuesto)
(C+F) + proteinas
Fludioxonil Fenilpirrol Sefiales de MAP/Histidina 0s-2, HOG1
transduccion quinasa.
Transduccion
osmotica
Teldor Fenhexamida  Hidroxianilida Biosintesis de 3 -ketoreductasa erg27
50 WP esterol en C4- demetilasa
membranas

Fuente: FRAC Code List® 2012.
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Boscalid
1000 pg

Boscalid
Opgia -ml*

ia-mL?

Boscalid
100 pgia -ml?

Boscalid
2500 pgia -ml

=

E.citrico
2500 pgia.-mL? §

E. citrico
00 pgia. -mL*

[Mezcla C+F
5000 pgia - mL-Y
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[Pyrimethanil Puri i D . ebuconazole

500 pgia -mlt 000 pgia. - ml

Figura 4. Ensayos de inhibicion en concentraciones de 0 a 5000 ug i.a - mL™ con los
ingredientes activos: A) Boscalid, B) Extracto de citrico, C) Fenhexamida, D)

Iprodione, E) Kresoxim methyl, F) Mezcla C+F, G) Pyrimethanil, H) Tebuconazole.




