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RESUMEN

En Querétaro la industriavinicola ha tomado relevancia en los ultimos afios, no
s6lo por la importancia debida a la produccién de vino, sino también por el
desarrollo del enoturismo. Durante su cultivo, la vid esta expuesta a
enfermedades que pueden afectar la produccion y la calidad del fruto, tal es el
caso de la podredumbre gris causada por el hongo Botrytis cinerea el cual afecta
hojas, tallos y frutos, siendo en este ultimo 6rgano donde genera mayores dafios.
Se ha reportado que B. cinerea ha desarrollado resistencia a los fungicidas
comunmente empleados para la prevencion y tratamiento de esta enfermedad,
por lo que es necesario buscar nuevas alternativas, como el control biolégico. El
objetivo del presente trabajo fue evaluar la capacidad antagénica de tres cepas:
Bacillus methylotrophicus FR4B12, Metschnikowia pulcherrima NB9 y Naganishia
diffluens FLL17 contra B. cinerea en ensayos de cultivo dual in vitro y en ensayos
de control de infeccion de frutos de uva de vinoy de mesa. Adicionalmente fue
evaluada la susceptibilidad de las cepas de biocontrol a los fungicidas (Benomilo,
Oxicloruro de cobre y azufre elemental) cominmente empleados para el control
de B. cinerea en vifiedo. Los resultados mostraron que B. methylotrophicus
FR4B12 inhibi6 entre 29.6 y 62.4 % el crecimiento de las cepas de B. cinerea in
vitro, en tanto que en los ensayos en fruto cv. ‘Merlot’, fue minima la disminucion
de la incidencia (10.2 %), mientras que en uva de mesa ‘Sugraone’y ‘Sweet
celebration’ inhibi6 el crecimiento entre 88.1 y 100 %. Por su parte N. diffluens
FLL17 inhibié al patégeno in vitro entre 29.8 y 39.9%, e in vivo por el contrario,
favorecio el desarrollo del hongo en las tres variedades de uva. Finalmente, M.
pulcherrima NB9 inhibid in vitro entre 16.2 y 31.6 %, en tanto que en uva ‘Merlot’
disminuyd la incidencia hastaen 56.9 % y en uva de mesa ‘Sugraone’y ‘Sweet
celebration’inhibié el crecimiento entre 55.6 y 100%. B. methylotrophicus FR4B12
y M. pulcherrima NB9 no mostraron susceptibilidad in vitro a las concentraciones
de los fungicidas Benomilo (5.6 g L-1) y Oxicloruro de Cobre (32 g L't) empleadas
en campo para el control de B. cinerea. Se concluye que B. methylotrophicus
FR4B12 y M. pulcherrima NB9 muestran potencial para ser utilizadas como
agentes de biocontrol de B. cinerea en uva.



1. ANTECEDENTES
1.1. El cultivo de la vid

En los ultimos 30 afios el cultivo de la vid ha cobrado mayor importancia
incrementandose la superficie de cultivo y su valor econémico (Daane y col.,
2018). De acuerdo a la FAO, en el 2019 se dedicaron 6.93 millones de hectareas
en el mundo al cultivo de la vid, de las cuales se obtuvieron 77.14 millones de
toneladas de fruto (FAO, 2019). El crecimiento en superficie y produccion de este
cultivo esta relacionado a factores como el aumento del comercio internacional,
la mejora de los ingresos mundiales, el procesamiento y la utilizacion de
subproductos, la innovacion tecnoldgica (en la produccién, el almacenamientoy
el transporte) y unamayor concienciadelos beneficiosala salud de los alimentos
ricos en antioxidantes como las uvas (Venkitasamy y col., 2019). El fruto es
comercializado para consumo en fresco y para la elaboracién de productos
procesados como vino, mermelada, jugo, gelatina, uvas secas, vinagre, extracto

y aceite de semilla, lo quelo convierte en el frutal con el mayor valor de produccién
en el mundo (FAO-OVID, 2016).

En México, en 2020, el cultivode la uvapara consumoen fresco e industral
tuvo una produccion de 470,359 toneladas proveniente de 36,620 hectareas
cosechadas (SIAP, 2020), siendo los principales estados productores de uva de
mesa Sonora, Zacatecas, y Aguascalientes;y de uva de vino Zacatecas, Baja
Californiay Sonora (SIAP, 2019).

1.1.1. El cultivo de la vid en Querétaro

En el estado de Querétaro se produce uva para vinificacion en dos
regiones,la primera es en el Valle de San Juan del Rio, y la segundase encuentra
en los municipios de Tequisquiapany Ezequiel Montes (de la Cruz-de Aquinoy
col., 2012).

En 2020, el estado tuvo una produccion de 2,848 toneladas de uva
industrial destinadas a vinificacion, lo que lo posiciona como uno de los seis
principales estados vinicolas del pais (SIAP, 2019; SIAP, 2020). Ademas de la
produccion de vino, la vitivinicultura queretana también se enfoca en el

enoturismo, concepto que se refiere a recorrer unaregion vitivinicolay conocer la
1



oferta, desde la recoleccion de la uva hasta el embotellamiento y degustacion
(Parrodi, 2017). En Querétaro, en 2018, el enoturismo tuvo un incremento del 10

% con respecto al afio anterior siendo unade las principales estrategias turisticas
del estado (Estrella, 2018).

1.2. Podredumbre gris en la vid

El cultivo de la vid en regiones de clima templado humedo se ve afectado
por la podredumbre gris causada por el hongo Botrytis cinerea, la cual es unade
las enfermedades de mayor importancia en el cultivo durante los meses de
primavera y verano, ya que afecta la produccién y calidad del fruto y de los vinos
(Latorre y col., 2015).

1.2.1. Biologia de Botrytis cinerea

Botrytis cinerea es un hongo patdégeno ubicuo, necrotrofico, heteroploide y
heterotalico, que tiene capacidad de infectar mas de 200 especies de plantas

cultivadas en el mundo (Beever y Weeds, 2007; Williamson y col., 2007). En el
Cuadro 1 se describe su clasificacion taxondmica.

Cuadro 1. Clasificaciontaxonémicadelhongo B.cinerea (Williamsony col., 2007).

Reino Fungi

Filo Ascomycota

Subfilo  Pezizomycotina

Clase Leotiomycetes

Orden Helotiales

Familia Sclerotiniaceae

Genero Botryotinia




En medio de cultivo microbioldgico agar papa dextrosa, desarrolla colonias
de color blanco o gris (Figura 1A), el micelio se presenta filamentoso, ramificado,
septado, hialinoy con paredes celulares prominentes (Latorre y col., 2015). La
mayoria de losaislados producen abundantes conidios multinucleados (tres a seis
nucleos) (macroconidios)que son unicelulares, hialinos o ligeramente coloreados,
lisos, ovoides o elipsoides, y miden 10-12 x 8-10 um; estos se producen en
esterigmas cortos en las puntas hinchadas de conidiéforos aéreos, libres y

ramificados (Figura 1B, C) (Latorre y col., 2015).

B. cinerea produce esclerocios en condiciones desfavorables in vitro y en
planta, los cuales son de color negro, melanizados, alargados o esféricos y miden
de 3 a 5 mm de longitud (Latorre y col., 2015), después de un proceso sexual
originan apotecios (Figura 1D) que son la estructura de supervivencia de mayor
importancia en campo (Holz y col., 2007). Las clamidiosporas, células hialinas de
forma y tamafio variable originadas a partir de micelio, también sirven como
estructuras de supervivencia permitiendo que el hongo se sobreponga a periodos

cortos desfavorables en la superficie de la planta (Holz y col., 2007).

Figura 1. Micrografias Botritys cinerea. A. Morfologia de la colonia en agar papa

dextrosa. B. Conidiéforo, barra = 100 ym. C. Conidios, barra =10 ym. D.
Apotecios (Latorre y col., 2015).



1.2.2. Fuentesde indculo e infeccién

Las fuentes de inoculo primario de B. cinerea pueden ser restos de poda,
racimos y peciolos de hojas senescentes, cultivos vecinos y algunas plantas
silvestres ya que el micelio, esporas y esclerocios del hongo son capaces de
sobrevivir en estos medios (Mundyy col., 2012),

La infeccion por el hongo ocurre en dos etapas; la primera de ellas, en
condiciones de humedad y temperaturas templadas, la cual consiste en la
deposicion, hidratacion, fijacion a la superficie del huésped y consecuente
germinacion de los conidios, formandose un tubo germinal Gnico ramificado con
un apresorio en el extremo distal; este apresorio dara lugara la segundaetapa de
la infeccion, permitiendo la penetracion activa a la superficie del huésped
mediante hifas penetrantes y la liberacién de enzimas (Latorre y col., 2015), sin
embargo, la penetracion también puede ser pasiva través de estructuras propias

de la plantacomo estomas y lenticelas (Elmery Michailides,2007), o bien através
de heridas (Holz y col., 2007).

B. cinerea tiene la capacidad también de generar infecciones latentes al
penetrar en Grganos como estigmas, estilos o estambres durante la floracién

(McClellany Hewitt, 1973), que terminan manifestandose en la baya en el periodo
de precosecha o poscosecha (Elmery Michailides, 2007; Zoffoli y col. 2009).

1.2.3. Factores que favorecen el desarrollo de la enfermedad

La predisposicidon dela plantaa serinfectadapor el hongoesta influenciada
por factores genéticos (caracteristicas fisioldgicas y anatdmicas), fisicos
(insectos, péajaros, caracoles, lluvia, granizo, etc.), agronémicos (manejo del area
foliar, raleo y aclareo de racimos, poda de inviernoy fertilizacion) y ambientales
(condiciones climaticas) ya que de éstos depende la susceptibilidad al desarrollo
del patégeno pudiendo potenciar laintensidad del dafio (Latorre y col., 2015). Las
condiciones climaticas que favorecen laincidencia y severidad de la infeccién por
B. cinerea en vifiedo son un potencial de evapotranspiracion entre 0.05 y 0.25 g

h-1 de agua, humedad relativa (HR) > 90% y temperaturas entre 20 y 25 °C



(Latorre y col., 2015). El conocimiento y estudio de todos estos factores es
importante para poder establecer estrategias de control apropiadasy efectivas.

Se ha visto que la susceptibilidad a la infeccidn en la baya es altamente
variable en funcién del cultivar; siendo menos susceptibles aquellas variedades
cuyas bayas tengan epidermis mas gruesa, mayor contenido de ceras y menor

cantidad de lenticelas, asi como una menor compactacion del racimo (Calvo-
Garrido, 2013).

1.2.4. Sintomas y signos

En la plantala enfermedad se manifiesta en hojas, yemas, brotes y frutos,
siendo estos ultimos el érgano mas afectado (Holz y col., 2003). Al ser infectada
por el hongo, la baya comienza a presentar una coloracion marrdn rojiza (Figura
2A) inicialmente en el extremo del pedicelo y que avanza hacia el final del estilo,
cuando seinicialamadurez y hay condiciones de humedad, pueden presentarse
pequefias manchas necréticas redondas de color marrén rojizo de
aproximadamente 0,5 mm de diametro (Latorre y col., 2015). A medida que la
infeccién continua, la epidermis del fruto se desprende, produciéndose el
rompimiento de la bayay la descomposicion suave y acuosade la pulpa, lo que
favorece la diseminacion del hongo a bayas vecinas (Figura 2B); por ultimo, las
bayas infectadas se deshidratan y se marchitan (Latorre y col., 2015)

Figura 2. Sintomas de podredumbre gris en uva de mesa cv. Thompson

Seedless’. A. Coloracién marrdn rojizo y deshidratacion en baya ante la

presencia de podredumbre gris. B. Grupo de bayas infectadas (Latorre y col.,
2015), C. Dafo por B. cinera en hoja de vid (Naegele, 2018).



En hojas, el hongo comienza a manifestarse desde el inicio de la
temporada de foliacién, observandose manchas necréticas marrones alrededor
de las nervaduras, y lesiones marrones en forma de "U o V" en los margenes de
la ldmina foliar (Figura 2C). Si hay condiciones de humedad, el hongo comienza
a esporular presentdndose en la parte inferior de las hojas enfermas una
coloracion grisacea. La infeccion en las ramas puede ocurrir incluso si éstas se
encuentran parcialmente lignificadas, presentandose el desarrollo de lesiones
necroticas blanquecinas con esclerocios grandes, irregulares y negros (Latorre y
col., 2015).

1.3. Métodos de control para la podredumbre gris en vifiedo.

Estrategias de control quimico, cultural, genético (cultivares tolerantes) y
biolégico son utilizadas para el control de la podredumbre gris en uva (Elmer y
Michailides, 2007; Jacometti y col., 2010). En la Figura 3 se resumen graficamente
algunas de estas estrategias y su efecto respecto a los factores que favorecen la
enfermedad.

La Figura 3 muestra como los factores externos, que estimulan las
defensasde la plantao producen dafioen la baya, se interrelacionan con factores
propios de la vid (resistenciay vigor), determinando la susceptibilidad de la planta
a la infeccion. Es mediante técnicas culturales (con acciones orientadas a reducir

la humedad del dosel y disminuirfuentes de inoculo) y el empleo de fungicidas o
biofungicidas como puede controlarse la enfermedad en vifiedo.

1.3.1 Control cultural de B. cinerea

Los métodos culturales para controlar la podredumbre gris incluyen la
reduccion de la densidad de plantacion, poda efectiva y eficiente control de
malezas para crear un dosel abierto y bien ventilado; eliminacion de material
vegetal muerto para disminuirla concentracion del in6culo en el vifiedo; uso de
acolchado en suelo para enterrar la hojarasca ayudando a la descomposicién
microbiana del inéculo (Williamson y col., 2007); y fertirrigacion con niveles

reducidos de nitrogenoy elevados de potasio y calcio (Elad, 2015).
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Figura 3. Métodos de control de B. cinerea en vifiedoy factores que afectan su
efectividad en campo (Jacometti y col., 2010).

1.3.2. Control quimico de B. cinerea.

Enlaactualidad, el principal método de proteccion del cultivo ante la podredumbre
gris es el control quimico, que consiste en la aplicacion de fungicidas sintéticos
(Fillingery Walker, 2015). Estos pueden tener actividad en un solo punto de una
ruta metabdlica, interfiriendo sobre una funcién celular esencial especifica del
patdgeno, o bien pueden mostrar actividad en multiples puntos, dirigiéndose a

méas de una funcion celular (Fillinger y Walker, 2015). En el mercado se
7



encuentran al menos cinco grupos de fungicidas que actian contra Botrytis spp.
en distintas funciones celulares: 1) citoesqueleto (microtibulos); 2) respiracion
mitocondrial y sintesis de ATP; 3) biosintesis de ergosterol; 4) biosintesis de
proteinas o aminodacidos y 5) transduccion de sefialamiento celular (Fillingery
Walker, 2015).

Hoy en dia, en el mercado existen distintos compuestos quimicos que son
utilizados en campo para el control de B. cinerea en uva de mesay de vino, de
acuerdo con lo establecido por la Comisién Federal para la Proteccién contra

Riesgos Sanitarios (COFEPRIS), los cuales se listan en el Cuadro 2.

Cuadro 2. Caracteristicas generales de fungicidas quimicos cominmente

empleados para el control de B. cinerea.

Riesgo de
o Ingrediente _ . desarrollo
Grupo quimico , Propiedades/ Modo de Accion
activo de
resistencia
Sistémico. Inhibe la germinacion de las
Anilinopirimidinas ~ Cyprodinil ~ €SPoras, la  penetracion de tubos Alto
germinativos y el crecimiento del
micelio
Benomilo Sistémico. Afecta la reproduccion Alto
- celular
Benzimidazoles
Carbendazim Amplio espectro, sistémico. Afecta la Alto
reproduccion celular.
Sistémico. Inhibe la germinacion de
Fenilpirroles Fludioxonil esporas la elongacion del tubo Alto
germinal y el crecimiento del micelio.
Amplio espectro, sistémico. Inhibe la
Ftalamidas Captan Alto

geminacion de las esporas y dificulta el

crecimiento y desarrollo del micelio.

(Jacometti y col., 2010; Vazquez-Lara, 2018; COFEPRIS, 2019).



Sin embargo, debido a la creciente necesidad para reducir el impacto
ambiental y limitar los residuos de agroquimicos en los alimentos, se ha
restringido cada vez mas la aplicacion de fungicidas sintéticos (Fennery col.,
2013; Verger y Boobis, 2013). Ademas, caracteristicas propias de B. cinerea
como su ciclo de vida, su forma de reproduccion y su gran variabilidad genética
lo hacen muy susceptible a desarrollar resistencia a fungicidas de sintesis (Zhao
y col., 2010). El principal mecanismo de resistenciaes el desarrollo de mutaciones
en los genes que codifican para los sitios objetivos de las proteinas, impidiendo
el enlace con los fungicidas, generando asi la resistencia a numerosos
compuestos quimicos (Panebiancoy col., 2015).

La susceptibilidad de B. cinerea a distintos fungicidas fue probada por
Vazquez-Lara (2018) utilizando aislados provenientes de uva de vino y de mesa
contra los fungicidas mas empleados en vifiedo en nuestro pais, encontrandose
que: “los aislados de B. cinerea presentaron unasusceptibilidaddel 63.4 %y 12.3
% ante Benomilo, 12.2 % y 7.9 % a Captan, 58.5 % y 58.4 % a Cyprodinil +
Fludioxonil, 24.3 % y 29.2 % a Oxicloruro de Cobre, 585 % y 11.2 % a
Pyraclostrobin + Boscalid y 85.3 % y 87.6 % a Iprodiona, para los aislados

provenientes de uva de vinificacion y uva de mesa, respectivamente”.

1.3.3. Control bioldgico de B. cinerea

El control biolégico de las enfermedades de las plantas se define como la
supresion de las poblaciones de fitopatdbgenos por parte de organismos vivos
(Heimpel y Mills, 2017). Microorganismos como hongos, levaduras y bacterias
pueden actuar como antagonistas de agentes causales de enfermedades en
plantas, lo que los haria aptos para ser utilizados como agentes de control
biolégico, los cuales tendrian un menor impacto ambiental y a la salud humana

en comparacion con fungicidas de sintesis (Jacometti y col., 2010).

Producirun agente de control biolégicoque sea eficazen el campoy pueda
ser comercializado implica un proceso largo y complicado. Inicialmente se
identifican y seleccionan aislados de microorganismos que muestren potencial
para el control in vitro del fitopatbgeno de interés y se estudia su ecologia,

fisiologiay modo de accion (Kohly col., 2019; Serrano y Galindo, 2007); estos
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aislados son susceptibles de ser encontrados dentro de la ecologia microbiana in
situ donde también se desarrolla el agente causal de la enfermedad (Serrano y
Galindo, 2007). Posteriormente, se llevan a cabo estudios in vivo y se desarrolla
un sistema de produccion y formulacion pararealizar estudios en invernaderoy
en campo, primero a nivel piloto y luego a escala semi-comercial y comercial
(Galindoy col., 2015). Por altimo, si el producto es viable en términos técnicos y
econdmicos, se registra ante las autoridades competentes para garantizar su
efectividad biologica e inocuidad y éste podra ser producido a nivel industrial y
comercializarse (Galindoy col., 2015).

Se tienen referencias de varias especies microbianas antagonistas a
B. cinerea en la uva, a partir de las cuales se han formulado biofungicidas
comerciales; dentro de estas especies se encuentran hongos u oomicetos como:
Ampelomyces quisqualis; Gliocladium catenulatum; Pythium oligandrum;
Trichoderma atroviride; T. harzianum; T. polysporum; T. viride; T. virens y
Ulocladium oudemansii; también especies de levaduras como: Candidaoleophila;
C. saitoana; Cryptococcus albidus; Metschnikowia fructicola; Saccharomyces
chevalieri y Aureobasidium pullulans; y especies bacterianas como: Bacillus
subtilis; Pseudomonasfluorescens; P. syringae y Streptomyces griseoviridis (Elad
y Stewart, 2007; Jacometti y col., 2010; Nicoty col., 2015).

1.3.3.1 Modos de accién de los agentes de biocontrol

Existen diversos modos de accion, mediante los cuales los agentes de
control bioldgico microbiano pueden proteger a los cultivos del dafio ocasionado

por fitopatdgenos.

Uno de los modos de accion es la induccion o aumento de la resistencia a
infecciones en los tejidos vegetales sin que haya interaccion directa del
antagonista con el patégeno, ya que mediante patrones moleculares asociados a
microorganismos (MAMPs), el agente de biocontrol genera en la planta una
respuesta sistémica inducida (ISR) (Conrath y col., 2015). Otra interaccién
indirectacon los patégenoses la competenciapor los nutrientesy espacio; ya que
la germinacién y el crecimiento de patdgenos dependen de la absorcién de

nutrientes. Los agentes de biocontrol, también pueden ejercer una inhibicion
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mediante actividades enzimaticas y otros modos de accién como la produccion
de sideroforos que les permiten competir por la captacion de nutrientes limitantes
(Spadaro y Droby, 2016).

Los agentes de biocontrol también pueden interactuar directamente con el
patbgeno mediante hiperparasitismo, modo por el cual invaden y degradan el
micelio, las esporas y las estructuras en reposo de los patégenos fungicosy las
células de los patégenos bacterianos (Ghorbanpoury col., 2018). La produccién
de metabolitos secundarios con capacidad antibidtica es otro modo de accién
directo, estos pertenecen a grupos heterogéneos de compuestos organicos de
bajo peso molecular que son perjudiciales para el crecimiento o las actividades
metabadlicas de otros microorganismos (Raaijmakers y Mazzola, 2012).

En los antagonistas de B. cinerea, los modos de accion que se han
identificado incluyen: a) La reduccién de la concentracion de nutrientes
disponibles para el patégeno, b) La modificacion de las propiedades de la
superficie de la planta, ¢) La inhibicion por compuestos microbianos, d) El
hiperparasitismo, e) La interferencia con los procesos de patogenicidad, f) La

reduccion en la produccion deindculoy g) Laresistenciasistémica inducida (Nicot
y col., 2015).

1.3.4. Manejo integrado de enfermedades

Para mantenerse por debajo del umbral de tolerancia de podredumbre gris
ala cosecha de lauva(menosde 0.5% y 2 % de bayas infectadas para uvas de
mesa y de vino, respectivamente), la Unica estrategia realmente efectiva es el

manejo integrado de la enfermedad (Latorre y col., 2015).

El manejo integrado de enfermedades es un sistema de regulacion de las
poblaciones de patégenos que emplea diversas estrategias y métodos de forma
compatible, a fin de mantener las poblaciones de los agentes nocivos por debajo
del nivel econémico de dafios (Ciancio y Mukerji, 2007), una de las estrategias es
la implementacién de agentes de control biol6gico apropiados a la temperatura y
humedad en el cultivo (Williamson y col.,, 2007). Recientemente el control

biologico y la busqueda de cultivares resistentes han tomado cada vez mas
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relevancia en sistemas de produccion convencionalesy organicos (Montealegre
y Pérez, 2014; Rubioy col., 2014).

La podredumbre gris, causada por B. cinerea, ha sido bastamente
estudiada en el cultivo de la vid con respecto a la biologia de la enfermedad y
métodos de control quimico; existen también reportes sobre cepas microbianas
con potencial de biocontrol en distintos paises (Parafatti y col., 2015; Cheny col.,
2019). Es importante seguir este frente de investigacion con organismos propios
de las regiones de produccién de nuestro pais que puedan ofrecer alternativas de

control a los productores nacionales.
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2. OBJETIVOS

2.1. General

Evaluar la capacidad antagdnica de bacterias y levaduras aisladas de
ecosistemas agricolas, para el control de la podredumbre gris causada por

Botrytis cinerea en uva.

2.2. Especificos

e Determinar la capacidad de inhibicion in vitro de las levaduras Naganishia
difluens 'y Metschnikowia pulcherrima y la bacteria Bacillus
methylotrophicus contra cepas de B. cinerea provenientes de vifiedos
establecidos en el estado de Querétaro.

e Evaluar mediante ensayos in vivo la actividad inhibitoria de las cepas
microbianas para reducir la incidenciay severidad de la podredumbre
causada por B. cinerea en uva de vinificacién y uva de mesa.

e Determinar in vitro la resistencia de las cepas microbianas de biocontrol a

pesticidas empleados en campo para el control de B. cinerea.
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3. METODOLOGIA
3.1. Materiales

3.1.1. Material biologico

Los agentes de control bioldégicoy cepas de B. cinerea que se utilizaron en

el presente estudio se describen en el Cuadro 3.

Cuadro 3. Agentes de biocontrol y cepas de B. cinerea usadas en los ensayos.

Origeny afio de

Cepa Especie _ )
aislamiento
Agente de Bacteria: Manzana de Huerto
biocontrol (AB) FR4B12 Bacillus experimental, Amealco, Qro.,
methylotrophicus 2017.
_ . Manzana de Huerto
Levadura: Naganishia _
FLL17 _ experimental, Amealco, Qro.,
diffluens
2017.
Levadura: Uva de vifedo “El barreno”,
NB9 Metschnikowia San Juan del Rio, Qro., 2012.
pulcherrima
Hongos Uva de vifiedo “Bodega De
fitopatbgenos 132 Botrytis cinerea Cote”, Ezequiel Montes, Qro.,
2015.
Uva de vifiedo “Bodega De
137 Botrytis cinerea Cote”, Ezequiel Montes, Qro.,
2015.
Uva de centro comercial,
152 Botrytis cinerea Santiago de Queretaro, Qro.,
2015.
o Uva de vifedo “El Rosario”,
155 Botrytis cinerea

El Marques, Qro., 2016.

Los microorganismos fueron identificados mediante la secuenciacion de

marcadores moleculares, la subunidad 16S ribosomal fue utilizada para la

bacteria (mediante los oligonucledtidos: 27F/1492R) y el ITS para las levadurasy
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hongos (mediante los oligonucleotidos: ITS1F/ ITS4R). La levadura NB9 y el
hongo 137 fueron secuenciados por Dra. Lourdes Soto Morales en el aiio 2017,
las cepas FR4B12y FLL17 fueron secuenciadas porla M. en C. Crystabel Lopez
Gonzales en 2018, y las cepas 152, 155y 132 fueron enviadas a secuenciacion
por laM. en C. Yara Suhan Juarez Campusano, en el aiio 2019 y 2020.
Frutos de uva:
o Uva de mesa verde sin semilla cv ‘Sugraone’

o Uvade mesa roja sin semillacv ‘Sweet celebration’
o Uvatinta para vinificacion cv ‘Merlot’

3.1.2. Reactivos y medios de cultivo

Medio NYDA (Composicion: caldo nutritivo 8 g L%, extracto de levadura 5
g L1, glucosal0gLtlyagar 20 gL-1) (Sandoval-Chavezy col., 2011).
Medio NYDB (Composicion: caldo nutritivo 8 g L1, extracto de levadura 5
g L1, glucosa 10 g L) (Sandoval-Chavezy col., 2011).
Solucion salina (0.85% NacCl).
Etanol al 90 %
Etanolal 70 %
Hipoclorito al 5 %
Fungicidas:
1. Benomyl 50® (Benomilo)
2. Cupravit® (Oxicloruro de cobre)
3. Azufre 720® (Azufre elemental)

3.2. Métodos
3.2.1. Ensayos de antagonismo in vitro

3.2.1.1. Preparacion de inéculos

M. pulcherrima NB9, N. diffluens FLL17 y B. methylotrophicus FR4B12 se
inocularon en tubos con medio NYDB y se incubaron por 48 horas a temperatura
ambiente con agitacién constante (150 rpm). Transcurrido el tiempo se tom6 1 mL

del cultivo en un tubo de microcentrifuga y se centrifug6 a 10 000 rpm por 5 min.
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La pastilla obtenida se resuspendié en agua destilada estéril y se ajustd la
concentracion de cada cepa a 1x107 células mL-Imediante cuenta en camara de
Neubauer.

Los in6culos de B. cinerea consistieron en discos de agar de 5 mm de

diametro colonizados por el hongo, los cuales se obtuvieron del margen de una
coloniajoven crecida en medio NYDA.

3.2.1.2. Ensayo de confrontacion dual

Se siguid el método de confrontacidon en placadescrito por Ge y col. (2016)
para detectar antagonismo in vitro de las cepas microbianas a los aislados 132,
137,152 y 155 de B. cinerea. Al centro de una placa (caja de Petri de 90 mm) con
medio NYDA se inoculé un disco (5 mm de diametro) de micelio del hongo;y en
dos extremos opuestos de la caja, a 1 cm del borde, se inoculé unaasada de 3
cm de longitud del agente de biocontrol, las cepas M. pulcherrima NB9 y N.
diffluens FLL17 se inocularon simultaneamente con el hongo, en tanto que B.
methylotrophicus FR4B12 se inocul6 48 h después debido al rapido desarrollo en
placa de esta cepa. Las placas se incubaron atemperatura ambiente por 9 dias,
y se determino el crecimiento del hongo midiendo el radio de la coloniacon un
vernier digital. Como control se inoculé Gnicamente el hongo en la placa.
La inhibicion se calculé6 como “porcentaje de inhibiciéon de crecimiento
radial”:
PICR =100 — (Rexp—xl()()>

Cc

Donde: Rc=Radio del micelio fungico alcanzado sin agente de biocontrol y
Rexp= Radio del micelio fungico alcanzado en confrontacion con el agente de
biocontrol.

3.2.1.3 Diseio del experimento.

Se utiliz6 un disefio experimental completamente al azar con tres
tratamientos (FR4B12, FLL17 y NB9) y tres repeticiones, siendo la unidad
experimental unaplaca. La variable evaluadafue el porcentaje de inhibicién del

crecimiento radial (PICR).
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3.2.1.4 Anélisis estadisticos

El PICR se transformé a grados angulares mediante la formula arc sen
V(PICR/100) para normalizar los datos

Para cada cepa de B cinerea se analizaron los datos para identificar
diferencias significativas entre los tratamientos. Se determiné la normalidad y
homocedasticidad de los datos mediante las pruebas de Shapiro-Wilk y Levene
respectivamente, se hicieron Anélisis de Varianza de Fishery Prueba de Medias
de Tukey mediante el programa R i386 3.6.2.

3.2.2. Ensayos de biocontrol in vivo en uva de vino
3.2.2.1. Preparacion de inéculos.

Siguiendo la metodologia descrita por Saravanakumar y col. (2008) con
modificaciones, se prepararon suspensiones de esporas de los aislados 137, 152
y 155 de B. cinerea. Los hongos se inocularon en cajas de Petri con medio NYDA
y se incubaron hasta esporulacion por 14 dias a temperatura ambiente.
Posteriormente, se cosecharon las esporas de las cajas petri y se suspendieron
en agua destilada estéril, la solucion se filtr6 mediante gasas estériles para
eliminar el micelio y se ajusté la concentracion a 5x103 esporas mLL.

Para la preparacién de inéculos de los agentes de biocontrol se siguié la
metodologia descrita por Sandoval-Chavezy col. (2011) con modificaciones. Las
cepas se inocularon en medio NYDB y se incubaron por 48 horas a temperatura
ambiente con agitacion constante (200 rpm). Del cultivo se tomé 1 mL en un tubo
para microcentrifugay se centrifugé a 10 000 rpm por 5 min, la pastilla obtenida
se resuspendié en agua destilada estéril y se ajustd la concentracién a 1x10’
células mL™.

3.2.2.2. Preparacion de los frutos.

Frutos de uvas cv. Merlot' para vinificacion, fueron separadas del racimo
sin retirar el pedunculo, lavadasy desinfectadas (5 min en etanol 90 %, 1 min en
hipoclorito de sodio 5 %,1 min en etanol 70 % y 2 lavados con agua estéril). Una
vez desinfectadas se dejaron secar en campanade flujoy en cada baya se realizd

una herida (orificio de 3 x 3 x 3 mm) con la ayuda de un perforador estéril. Las
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bayas previamente perforadas se colocaron en una camara humeda (recipiente

de plastico, lavado y esterilizado con hipoclorito de sodio 5 %, etanol 70% y 20

min de luz UV, con dos capas de papel filtro hiumedo estéril en la base).
Adicionalmente, se determin6 a unamuestra de bayas, los sélidos solubles

totales (°Bx) mediante refractometro digital y la acidez total titulable (g acido
tartarico L-1) mediante el método OIV-MA-AS313-01 descrito por la OIV (2018).

3.2.2.3. Coinoculacion de cepas de biocontrol y B. cinerea en uva de vino.

Para la coinoculacion se siguié el método descrito por Sandoval-Chavez y
col. (2011) con modificaciones. Las bayas en la camara hiumeda se inocularon
con 10 pL de la solucion del agente de biocontrol (100 000 células) y se dejaron
secar en campana de flujo laminar por 20 min, posteriormente se inocularon 10
UL de la solucion de la cepa de B. cinerea (50 esporas). Se consideré un control
positivo para cada cepa del hongo, inoculando la baya unicamente con el
patdgeno, y un control negativo incubando bayas perforadas sin inéculo. La
incubacion se hizo atemperatura ambiente durante seis dias y unavez finalizado
el periodo de incubacion se determind el nUmero de uvasinfectadas por B. cinerea
en cada tratamiento para calcular el “porcentaje de incidencia” (Pl).

El Pl de calcul6 como:

N
Pl = (ﬂ)X 100
N

donde: Nexp=NUmero de uvas infectadasy N= Numero de uvas total por
tratamiento.

3.2.2.4. Disefio del experimento

Para cada cepa de B. cinerea se utilizO un disefio experimental
completamente al azar con dos tratamientos (coinoculaciony control positivo),
tres repeticiones,y como unidad experimental 10 uvas. La variable evaluada fue
el porcentaje de incidencia (PI).

3.2.5 Andélisis estadisticos
El Pl se transformé a grados angulares mediante la formula arc sen

V(P1/100) para normalizarlos datos.
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Para cada cepa de B. cinerea coinoculada con el agente de biocontrol se
comparé mediante T de Student con respecto al control positivo para determinar
diferencias significativas, previo analisis de Shapiro-Wilk y Levene test para
determinar normalidad y homocedasticidad de los datos mediante el programa R
i386 3.6.2.

3.2.3. Ensayos de biocontrol in vivo en uva de mesa

Se llevaron a cabo tres ensayos:
1. Coinoculacién AB-cepa 132 en uva ‘Sugraone’
2. Coinoculacién AB-cepa 137 en uva ‘Sugraone’
3. Coinoculacion AB-cepa 137 en uva ‘Sweet celebration’

3.2.3.1. Preparacién de inoculos.

Se prepararon indculos de los aislados 132 y 137 de B. cinerea y de los
agentes de biocontrol B. methylotrophicus FR4B12, N. diffluens FLL17 vy
M. pulcherrima NB9, de acuerdo con los métodos descritos por Saravanakumary
col. (2008) y Sandoval-Chavezy col. (2011) respectivamente, como se describe
en 3.2.2.1 Los in6culos se ajustaron a una concentraciéon de 1x104 esporas mL1
para los hongosy a 1x107 células mL"! para los agentes de biocontrol.

3.2.3.2. Determinacion de °Brix y acidez titulable en los frutos

Se siguié el mismo procedimiento descrito en 3.2.2.2 para uvas cv
Sugraone’ y ‘Sweet celebration’. De igual forma a una muestra de bayas se
determinaron los soélidos solubles totales (°Bx) mediante refractometro digital y la
acidez total titulable (g acido tartarico L-1) mediante el método OIV-MA-AS313-01
descrito por la OIV (2018).

3.2.3.3. Coinoculacion de cepas de biocontrol y B. cinerea en uva de mesa.

Se siguidé el método descrito por Sandoval-Chavez y col. (2011) con
modificaciones. Las bayas en la cAmara hiumeda se inocularon con 20 L de la
solucién delagente de biocontrol (200 000 células)y se dejaron secar en campana
de flujo por 20 min, posteriormente se inocularon 20 pL de la solucién de cepa de
B. cinerea (200 esporas). Se hizo un control positivo para cada cepa del hongo,
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inoculando la baya tnicamente con el patdgeno, y un control negativo incubando
bayas perforadas sin inéculo. La incubacion se hizo a temperatura ambiente
durante seis a ocho dias y, unavez finalizado el periodo de incubacion, se midié
el diametro de la lesion ocasionada por el crecimiento de B. cinerea en cada uva
y se calculo el “porcentaje de inhibicidn del crecimiento radial (PICR) con la
siguiente formula:

Dy X 100)

PICR =100 — (
D

c

Donde: Dc= Didmetro de crecimiento de B. cinera en uvas del control

positivo y Dexp= Diamétro de crecimiento de B. cinera en la uva cuando fue
coinoculada con el agente de biocontrol.

3.2.3.4. Disefio del experimento

Para los tres ensayos se utilizé un disefio experimental completamente al
azar con tres tratamientos (FR4B12, NB9y FLL17), el nUmero de repeticiones de
cada experimento se detalla en el Cuadro 4, siendo la unidad experimental una
baya, la variable evaluadafue el diametro de lesiony el porcentaje de disminucion

del crecimiento radial (PICR).

Cuadro 4. Numero de repeticiones (n) para los ensayos en uva de mesa.

Ensayo Numero de
repeticiones.

Coinoculacion AB-aislado 132 en uva ‘Sugraone’. 14
Coinoculacion AB-aislado 137 en uva ‘Sugraone’. 10
Coinoculacion AB- aislado 137 en uva ‘Sweet celebration’ 16

3.2.4. Ensayos de resistencia de los agentes de biocontrol a fungicidas.

Se evalué la capacidad de B. methylotrophicus FR4B12 y M. pulcherrima
NB9 para crecer en presencia de los fungicidas empleados para el control de
Botrytis en vifledos, ya que estas cepas fueron las que mostraron la mejor
capacidad para inhibira B. cinerea en fruto de uva. Se sigui6 la metodologia de
halo de inhibicién descrita por Dunn y col. (2005) y Cadez y col. (2010) con

modificaciones.
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3.2.4.1. Preparacion de los agentes de biocontrol y soluciones de fungicidas.

M. pulcherrima NB9 y B. methylotrophicus FR4B12 se cultivaron en medio
NYDB durante 24 h a temperatura ambiente. Posteriormente se resuspendieron
en agua destilada estéril y se ajustd la concentracion a 1x10° células mL-1,

Se prepararon soluciones de fungicidas diluyendo el producto en agua
destilada estéril. Las soluciones preparadas corresponden a 1/8, 1/4, 1/2,1, 2, 4
y 8 veces la concentraciéon de aplicacion recomendada por el fabricante de cada

fungicida para el cultivo de la vid. Los fungicidas y concentraciones probados se
indican en el Cuadro 5.

Cuadro 5. Fungicidas y concentraciones empleadas en el ensayo de resistencia

a fungicidas.

Fungicida

Nombre Ingrediente Concentraciones

comun activo

Cupravit® Oxicloruro 0.0. 0.5,1.0, 2.0, 4.0, 8.0, 16.0, 32.0g L*

de cobre
Azufre Azufre 0.00, 0.45,0.9, 1.8, 3.6,7.2, 144,288 g L*
720® elemental

Benomyl  Benomilo 0.00, 0.0875, 0.175, 0.350, 0.700, 1.400, 2.800, 5.600 g
50® L2,

3.2.4.2. Ensayos de halo de inhibicion

En medio NYDA se inocularon porextension con varilla de vidrio 100 uL de
la solucion del agente de biocontrol 1x10° células mL-! preparada previamente.
Posteriormente se colocaron sobre el medio cinco discos de papel filtro de 6 mm
de forma equidistante y sobre éstos 3 pyL de la solucion correspondiente de
fungicida. Las cajas fueron incubadas a 24°C durante 16 h para B.
methylotrophicus FR4B12y 60 h para M. pulcherrima NB9. El control consistié en

discos con 3 pL aguadestilada.
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Se calculé el halo de inhibicion midiendo el diametro del halo total (incluido
el disco delfiltro central) y calculando su area, posteriormente se resto el area del
disco de filtro para obtener el area anular (es decir, el area del anillo definida por
el borde exterior del disco hasta el limite exterior del halo). Finalmente, se calculd

el logz del area anular para hacer las comparaciones.
3.2.4.3 Diseio del experimento

El disefio experimental fue completamente al azar con 24 tratamientos. La
variable de respuesta fue el log2el area anulardel halo de inhibicién, la unidad
experimental fue un disco de papel filtro con cinco repeticiones.

Para cada agente de biocontrol se utiliz6 un disefio experimental
completamente al azar con 24 tratamientos y cinco repeticiones, siendo la unidad

experimental un discode papelfiltro. La variable evaluadafue ellog2el area anular
del halo de inhibicion.

3.2.4.4. Andlisis estadisticos

Para el analisis estadistico del experimento se determiné la normalidad y
homocedasticidad de los datos mediante las pruebas de Shapiro-Wilk y Levene
respectivamente; para identificar las diferencias significativas entre los
tratamientos que tuvieron efecto en el crecimiento de los agentes de biocontral,
se hizoun analisis de varianza de Fishery prueba de medias de Tukey mediante

el programa R 1386 3.6.2.
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4. RESULTADOS
4.1 Ensayos de antagonismo in vitro.

Las tres cepas evaluadas como agentes de control biolégico mostraron
diferente capacidad para inhibir el crecimiento micelial de las cuatro cepas de B.
cinerea (132, 137, 152 y 155) (Figura 4). Ante la cepa 132, B. methylotrophicus
FR4B12 mostré la mayor capacidad de biocontrol al inhibir un 42.3 % el
crecimiento del patdgeno, las levaduras N. diffluens FLL17 y M. pulcherrima NB9
inhibieron estadisticamente igual el crecimiento en 333 y 316 %
respectivamente. Ante la cepa 137, los tres agentes de biocontrol inhibieron
estadisticamente igual el crecimiento micelial, entre 26.6 y 29.8 %, siendo estos
los valores mas bajos de inhibicion entre las cepas de B. cinerea. Ante la cepa
152, nuevamente B. methylotrophicus FR4B12 mostr6 la mayor capacidad de
biocontrol, al inhibiren 51.5 % el crecimiento del hongo, mientras que N. diffluens
FLL17 y M. pulcherrima NB9 inhibieron estadisticamente igual 39.9 y 30.1 %
respectivamente. EI comportamiento fue similar ante la cepa 155, con una
inhibicion de 62.4 % B. methylotrophicus FR4B12 fue el mejor agente de
biocontrol, en tanto que N. diffluens FLL17 y M. pulcherrima NB9 inhibieron
estadisticamente igual el crecimiento 30.8 y 16.2 % respectivamente (Cuadro 6).

Cuadro 6. Inhibicién del crecimiento radial in vitro de B. cinerea en confrontacion
con los agentes de biocontrol.
PICR de B. cinerea (%) £ SD

B. cinerea B.cinerea B.cinerea B. cinerea
132 137 152 155

42.3 +3.92 296+1.3* ©515+4.1* 624+114°

Antagonista

B. methylotrophicus

FR4B12
N. diffluens FLL17 333+7.3% 298+13* 399+33° 30827
M. pulcherrima NB9 31.6 £1.9° 26.6 £+2.82 30.1+5.1° 16.2+18.2°
DSH (0.95)
(Grados angulares) 6.7 2.9 6.1 25.7
CV (%) 9.27 3.54 16.11 44.78

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre los tratamientos
(Tukey, 0.05) n=3.
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Figura 4. Crecimiento de las cepas de B. cinera in vitro bajo los distintos
tratamientos. A: Control 132, B: Cocultivo 132-FR4B12, C: Cocultivo 132-FLL17
(derecha) y 132- NB9 (izquierda), D: Control 137, E: Cocultivo 137-FR4B12, F:
Cocultivo 137-FLL17 (derecha) y 137- NB9 (izquierda), G: Control 152, H:
Cocultivo 152-FR4B12, I: Cocultivo 152-FLL17 (derecha) y 152- NB9 (izquierda),
J: Control 155, K: Cocultivo 155-FR4B12, L: Cocultivo 155-FLL17 (derecha) y
155- NB9 (izquierda).
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4.2 Caracteristicas quimicas de las bayas

En el Cuadro 7 se indica la acidez total y los sélidos solubles totales
cuantificados en el lote de las bayas usadas en cada ensayo. La uva ‘Sugraone’
fuela que presentd menor acidez y menor concentracion de SST en tanto que la

uva ‘Merlot’ presenté la mayor acidez y la mayor concentracién de SST.

Cuadro 7. Caracteristicas quimicas de las bayas.

Ensavo Sélidos solubles Acidez total
y totales (°Bx) (g &cido tartarico L)
Uva ‘Merlot’ 254 3.80
Uva ‘Sweet celebration’ 23.7 3.35
Uva ‘Sugraone’ 19.3 2.85

4.3 Ensayos de biocontrol in vivo en uvade vino

Como se puede ver en el Cuadro 8, en uva de vino la cepa B. cinerea 137
tuvo un porcentaje de incidenciade 60 % en el tratamiento control; al coinocular
con la cepa M. pulcherrima NB9 la incidencia se redujoa 6.7 % (Figura5 J). Ante
la cepa B. cinerea 155 que mostrd incidencia del 70 % en el control, M.
pulcherrima NB9 fue capaz de reducir la incidencia a 13.3 % (Figura 5 L), en
ambos casos el control de la levadura fue estadisticamente significativo con
respecto alaincidenciaen el control positivo. Sin embargo, ante la cepa B. cinerea
152 que mostro incidencia del 50 %, la levadura redujo la incidencia a 40 %
(Figura 5 K), lo cual no es significativamente diferente al control.

Cuadro 8. Porcentaje de incidencia (Pl) de B. cinerea en uva cv. ‘Merlot’ en

coinoculacion con M. pulcherrima NB9.

Pl de B. cinerea (%) £ SD

Tratamiento B. cinerea 137 B. cinerea 152 B. cinerea 155
Control 60.0+ 2652 50.0+17.32 70.20 £20.0 2
M. pulcherrima NB9 6.7+58" 40.0+0.02 13.3+115°

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre los tratamientos (t-
Student, 0.05) n=3.
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Por otro lado, la cepa B. methylotrophicus FR4B12 no mostré0 capacidad de
reducir laincidenciasignificativamente ante ningunade las cepas del fitopatégeno
(Cuadro9), ya que al coinocular la bacteria con la cepas de B cinerea 137, 155y
152 se observo incidencia de 56.6, 60 y 73.3 % respectivamente (Figura5D, Ey
F); incluso la incidencia fue mayor con la coinoculaciéon de la bacteria que el

control positivo de la cepa B. cinerea 152.

Cuadro 9. Porcentaje de incidenciade B. cinerea en uvacv. ‘Merlot’ en

coinoculacion con B. methylotrophicus FR4B12.

Pl de B. cinerea (%) £ SD

Tratamiento B. cinerea 137 B. cinerea 152 B. cinerea 155
Control 60.0 +26.52 50.0 +17.32 70.20 +20.0 2
B. methylotrophicus a a a
FRAB12. 56.7 +5.8 73.3+23.1 60.0 +17.3

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre los tratamientos (t-

Student, 0.05) n=3.

La levadura N. diffluens FLL17 no tuvo efecto en la disminucion de la
incidencia del patégeno en uva cv ‘Merlot’ (Cuadro 10), por el contrario, favorecio
el desarrollo de B. cinerea en el fruto, al coinocular N. diffluens FLL17 con B.
cinerea 137 laincidencia de la enfermedad alcanzé el 100 %, y al coinocular con

B. cinerea 155y 152 la incidencia aumento al 90% (Figura5 G, H, ).

Cuadro 10. Porcentaje de incidencia de B. cinerea en uvacv. ‘Merlot’ en

coinoculacién con N. diffluens FLL17.

Pl de B. cinerea (%) + SD

Tratamiento B. cinerea 137 B. cinerea 152 B. cinerea 155
Control 60.0 +26.52 50.0+17.32 70.20 £20.0 2
N. diffluens FLL17 100.0 +0.0° 90.0+17.32 90.0+17.32

Letras diferentes en la misma columna indican diferencias significativas entre los tratamientos (t-

Student, 0.05) n=3.
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Figura5. Incidencia de B. cinerea en uvacv. ‘Merlot’ bajo los distintos
tratamientos. A: Control 137, B: Control 152, C: Control155, D: Coinoculacion
137-FR4B12, E: Coinoculacion 152-FR4B12, F: Coinoculacién 155-FR4B12, G:
Coinoculacién 137-FLL17,H: Coinoculacion 152-FLL17, 1: Coinoculacion 155-
FLL17,J: Coinoculacién 137-NB9, K: Coinoculacion 152-NB9, L: Coinoculaciéon
155-NB9.

4.4 Ensayos de biocontrol in vivo en uva de mesa
4.4.1 Coinoculacion B. cinerea-AB en uva ‘Sugraone’.

B. methylotrophicus FR4B12 impidi6 el desarrollo de lesion en
coinoculacion con ambas cepas de agente patdogeno en uva cv. ‘Sugraone’
(Figura 6 B y F), siendo asi la cepa microbiana que mostr6 mayor capacidad de
biocontrol con un 100 % de inhibicién de crecimiento del hongo (Cuadro 11). M.
pulcherrima NB9 al enfrentarse a B. cinerea 132 de igual forma inhibi6é 100 % el
crecimiento (Figura 6 D) y ante B. cinerea 137 inhibio el crecimiento del hongo
55.6 % (Figura 6 H). Por otro lado, N. diffluens FLL17 mostr6 valores minimos de
inhibicion del crecimiento con 9 % de PICR ante B. cinerea 137 (Figura 6 G), y
ante B. cinerea 132 el diametro de lesién del hongo fue mayor con respecto a

control incrementando la severidad 20.3 % (Figura 6 C).
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Cuadro 11. Capacidad de biocontrol a B. cinerea in vivo en uvacv. ‘Sugraone’.

Tratamiento PICR (%)= SD LD (mm) £ SD
Control B. cinerea 132 - 202 +21
B. cinerea 132 - B. methylotrophicus
FR4B12 100.0 £0.0 0.0+£0.0
B. cinerea 132 - M. pulcherrima NB9 100.0 + 0.0 0.0+ 0.0
B. cinerea 132 - N. diffluens FLL17 9.0+ 23.6 184 +4.7
Control B. cinerea 137 - 21.8+21
B. cinerea 137 - B. methylotrophicus
FR4B12 100.0 £0.0 3.0+£7.0
B. cinerea 137 - M. pulcherrima NB9 556 +37.9 82475
B. cinerea 137 - N. diffluens FLL17 -20.3+7.8 221521

Q0300000000
0' 00 X 1L :
Y L1

3=ooo¢¢

Figura 6. Crecimiento de B. cinerea en uva ‘Sugraone’ bajo los distintos
tratamientos. A: Control 132, B: Coinoculacion 132-FR4B12, C: Coinoculacion
132-FLL17, D: Coinoculacion 132-NB9, E: Control 137, F: Coinoculaciéon 137-

FR4B12, G: Coinoculacion 137-FLL17, H: Coinoculacion 137-NB9.
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4.4.2 Coinoculacion B. cinerea-AB en uva ‘Sweet celebration’

La Figura 7 muestra las uvas ‘Sweet celebration’ bajo los distintos
tratamientos. M. pulcherrima NB9 y B. methylotrophicus FR4B12 mostraron
capacidad para inhibir el crecimiento del hongo en 100.0 y 88.1 %,
respectivamente, de manera contraria, N. difluens FLL17 favoreci6 el crecimiento

del hongo 14.4 % con relacion al control (Cuadro 8).

Cuadro 12. Capacidad de biocontrol a B. cinerea in vivo en uvacv. ‘Sweet

celebration’.
Tratamiento PICR (%)= SD LD (mm) £ SD
Control B. cinerea 137 - 20.8 +2.6
B. cinerea 137 - B. methylotrophicus
FR4B12 88.1 +21.8 3.9+6.7
B. cinerea 137 - M. pulcherrima NB9 100.0 £ 0.0 193 +38
B. cinerea 137 - N. diffluens FLL17 -14.4 £ 8.2 235+23

0066 0600560 000
00ce 00 00 002 “0‘0

B D

Figura 7. Crecimiento de B. cinerea en uva ‘Sweet celebration’ bajo los distintos
tratamientos. A: Control 137, B: Coinoculacion 137-FR4B12, C: Coinoculacion
137-FLL17, D: Coinoculacion 137-NB9.

4.5 Ensayos de resistencia de los agentes de biocontrol a fungicidas.

Debido a la destacada actividad antagonista que mostraron las cepas
B. methylotrophicus FR4B12y M. pulcherrima NB9 se determind su tolerancia in
vitro a los fungicidas Benomilo ®, Cupravit® y Azufre 720® a distintas
concentraciones. El crecimientode M. pulcherrimaNB9 no se inhibié por ninguno
de los fungicidas alas concentraciones probadas, en cambio el crecimiento de B.

methylotrophicus FR4B12 si se vio afectado por los fungicidas Cupravit® y Azufre
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720® a las concentraciones indicadas en la Figura 8, mostrando halos de
inhibicién del crecimiento (Figura 9). La dosis de aplicacion recomendada para
Azufre 720® es 3.6 g L1 y el crecimiento de B. methylotrophicus FR4B12 se vio
limitado a partir de dicha concentracion, en cambio en el caso de Cupravit® la
concentracion minima que tuvo un efecto en el crecimiento de la bacteria

corresponde a cuatro veces la dosis de aplicacion recomendada.

10
2 2
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LES
3 £ 3 b b b
3 ¢ b
E" 3

2

0

16 g/L 32g/L 3.6g/L 7.2g/L 14.4 g/L 28.8g/L
Cupravit® Azufre 720°

Dosis fungicida

Figura 8. Halos de inhibicion a B. methylotrophicus FR4B12 causados por los

fungicidas.

Figura 9. Halos de inhibicion de B. methylotrophicus FR4B12 bajo distintos
tratamientos de Azufre 720®@ A: 0g L1, B:3.6gL?! C:72gL?t, D:144gL L E:
28.8gLlyCupravit®F:0gL?1, G:16gL1yH:32gL"1
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5. DISCUSION
5.1 Ensayos de antagonismo in vitro

Las bacterias juegan un papel importante en el biocontrol de fitopatégenos
como B. cinerea, por lo que diversas especies han sido objeto de estudio como
potenciales antagonistas mediante pruebas de laboratorio y de campo. Estos
microorganismos pueden emplear distintos modos de accion que afectan el
desarrollo de fitopatbgenos entre los que se incluyen, la sintesis de metabolitos
antifGngicos (como antibioticos, enzimas que degradan la pared celular y
compuestos organicos volatiles (COV)); competencia por nutrientesy /o espacio;
e induccion de resistencia del huésped (Haidary col., 2016, Chen y col., 2019).

Bacillus spp. es de los géneros bacterianos mas comunmente reportados
con capacidad antagonista a hongos fitopatégenos (Azfal y col., 2019). Cepas de
B. subtilis, B. marinus, B. amyloliquefaciens y B. licheniformis han mostrado
capacidad para inhibir B. cinerea mediante diversos modos como produccion de
compuestos volatiles, lipopéptidos, enzimas hidroliticas (celulasas y proteasas) y
por competencia por espacio mediante la formacion de biopeliculas. (Cheny col.,
2007; Gu y col. 2017; Chen y col., 2019). En contraste, la especie de B.
methylotrophicus ha sido poco reportada, sin embargo, su capacidad para formar
esporas, su crecimientoen un amplio rango de temperaturasy pH, y su capacidad
de producir enzimas hidroliticas sugieren que podrian presentar potencial para
actuar como agente de biocontrol (Rios-Velasco y col., 2015; Madhaiyany col.,
2009).

En los ensayos del presente estudio, B. methylotrophicus FR4B12 fue la
cepa gque mostré la mayor capacidad antagonica (Figura 4), Rios-Velaso y col.
(2015) han reportado también cepas de B. methylotrophicus aisladas de
ecosistemas agricolas con capacidad de inhibirB. cinereain vitro. Se hareportado
gue esta especie produce enzimas hidroliticas como catalasa, oxidasa, pectinasa
y proteasa, capaces de degradar los polisacaridos, acidos nucleicosYy lipidos de
hongosfitopatégenos (Madhaiyany col., 2010), lo que ocasionadafiosen las hifas
de los hongos (Cheny col., 2019) impidiendo la penetracion en la pared celular

del huésped.
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Las levaduras son versatiles como agentes de biocontrol debido a
caracteristicas como estabilidad durante el almacenamientoy alta capacidad de
colonizacion (Chanchaichaovivaty col., 2007). N. difluens FLL7, aislada de fruto
de manzano, mostré6 una capacidad de inhibicion estadisticamente igual a la
alcanzada por B. methylotrophicus FR4B12 ante tres de los cuatro aislados del
patégeno. Si bien se han encontrado cepas del género Naganishia spp. en uvas
(Lorenzi y Zapparoli, 2018), no han sido reportadas como antagonista a
B. cinerea, sin embargo, hay reportes de cepas pertenecientes al género
Naganishia spp. que muestran actividad antagonista ante fitopatbgenos como
Fusarium spp., Alternaria solani y Phytophthora capsici (Tapia-Vazquez y col.,
2019); por otro lado, levaduras del género Cryptococcus spp., en el que
anteriormente se clasificaba N. diffluens, han mostrado capacidad antagdnica

contra Penicillium expansum y B. cinerea en frutos como fresa, tomate, manzana
y citricos (Guerrero-Prieto y col., 2012; Freimoser y col., 2019).

El género Metschnikowia spp. comprende especies de levaduras
encontradas principalmente en la filosfera y en el néctar de flores (Freimoser y
col., 2019). Dentro de este género, M. pulcherriama es unade las especies mas
estudiadas como agentes de biocontrol, pueshan mostrado capacidad para inhibir
unagran variedad de enfermedades causadas por hongos en plantas (Freimoser
y col., 2019). M. pulcherrima NB9, aislada de fruto de uva fue la cepa que mostré
la menor actividad antagonista (Cuadro 6); Spadaro y col. (2002) probaron la
capacidad de inhibicién de cepas de M. pulcherrrima aisladas de manzana las
cuales in vitro inhibieron entre 81 y 87 % el crecimiento radial de B. cinerea,
antagonismo muy superior al observado por M. pulcherrima NB9 sobre las cepas
de B. cinerea probadas. La competencia por nutrientes es el principal modo de
accion descrito para cepas de M. pulcherrima in vitro y en fruto (Saravanakumar
y col., 2008; Sipickzi,2006; Parafatiy col., 2015), y se ha descrito que la inhibicion
a B. cinerea in vitro produce unadisminucion en la germinacion de las esporas y
la degeneracion del micelio que crece en los limites del halo de inhibicion
(Saravanakumary col., 2008); sin embargo, M. pulcherrimaNB9 no mostré serun

antagonista efectivo ante B. cinerea in vitro.
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La efectividad de las tres cepas de biocontrol se vio influida por el aislado
de B. cinerea al que antagonizaron, siendo B. cinerea 137 la que presento la
menor inhibicion por parte de los tres antagonistas; sobre la cepa B. cinera 152,
las levaduras, M. pulcherrimaNB9y N. diffluens FLL17, mostraron el mayor efecto
antagonico, en tanto que B. methylotrophicus FR4B12 mostr6 mejores resultados
ante 155, indicando que aun entre cepas de la misma especie la susceptibilidad
es diferente frente a los agentes de biocontrol. En otros estudios al enfrentar
cepas de levaduras a B. cinerea in vitro y en fruto de uva, también se observo que
la capacidad de inhibicion de las cepas antagonistas depende del aislado del

patégeno al que se enfrente (Wangy col., 2018; Parafati y col., 2015).
5.2 Ensayos de biocontrol in vivo en uvade vinoy de mesa

Debido al disefio experimental planteado para los ensayos in vivo en uva
de mesa, dado la disponibilidad de material biolégico, los resultados no pudieron
ser analizados bajo una prueba estadistica de forma valida. Durante los
experimentos se consider6 como unidad experimental una uva, sin embargo,
debido a las caracteristicas de tamafio de las bayas las mediciones obtenidas no
cumplian con las caracteristicas de normalidad ni homocedasticidad. Se sugiere,
para estudiar de forma cuantitativa la capacidad de biocontrol de las cepas ante
B. cinerea, utilizar minimo 5 uvas como unidad experimenta con 10 repeticiones
en experimentos futuros. Los resultados obtenidos nos permiten analizarde forma
preliminary cualitativa la capacidad de biocontrol de las cepas microbianas a B.

cinerea en uvade mesa.

La capacidad de inhibicion de B. methylotrophicus FR4B12 se vio
influenciada por la variedad de uva, en uva cv ‘Merlot’, B. methylotrophicus
FR4B12 no mostré efecto antagdnico satisfactorio (Figura 5), en tanto que en uva
de mesa si mostré antagonismo, siendoen lauva ‘Sugraone’ donde se obtuvieron
los mejores resultados. En la caracterizacion quimica de las bayas se encontré
en lavariedad ‘Sugraone’ unaacidez total de 2.85 g acido tartarico L1, en tanto
gue para la uva ‘Sweet celebration’ y la uva de vinificacion se determiné una
acidez total de 3.35 y 3.80 g acido tartarico L1, respectivamente (Cuadro 7);

Ahlemy col. (2012) relacionan la capacidad de inhibicion de cepas de Bacillus
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amyloliquefaciens contraB. cinerea con el pH en el medio; a menor pH se observa
menor capacidad de inhibicion, en cambio, la actividad antagdnica se favorece a
pH neutros u alcalinos, valdria la pena determinar estadisticamente si la menor
acidez en uva cv ‘Sugraone’ tiene efecto en la actividad antagonica de B.
methylotrophicus FR4B12 ante B. cinerea.

Cepas de B. methylotrophicus con actividad antagonistaa B. cinerea han
mostrado también actividad antagonista ante otros hongos fitopatbgenos como
Fusarium oxysporum, Alternaria alternata y Penicillium crustosum (Rios-Velasco
y col. 2015); por lo que B. methylotrophicus FR4B12 podria tener potencial como
antagonista ante otros hongos fitopatdgenos. Las especies que pertenecen al
género Bacillus spp. pueden formar endosporas, lo que garantiza la viabilidad
comercial, productos con bajos requisitos de almacenamiento, pero unalargavida
atil (Cheny col., 2019).

Al coinocular N. diffluens FLL17 con las cepas de B. cinerea, en las tres
variedades de uva, las cepas del hongo tuvieron un mayor crecimiento en la baya
gue el respectivo tratamiento control (Figura 5, 6 y 7). Dado que las levaduras
pueden consumir o descomponer gran variedad de fuentes de carbono y
nitrégeno sintetizando diversidad de sustancias que se liberan al entorno, estas
pueden ser utilizadas por otros microorganismos, como fitopatégenos, en las
comunidades microbianas (Mittelbach y Vanette, 2017), favoreciendo asi su
desarrollo.

In vitro M. pulcherrima NB9 fue la cepa con menor capacidad de inhibicion,
sin embargo, en fruto mostré los mejores ante B. cinerea; en uvacv ‘Merlot’ mostro
la mayor inhibicion ante las tres cepas probadas (Figura 5); y en las dos
variedades de uva de mesa fue capaz de inhibir totalmente el crecimiento del
hongo (Figura 6 y 7). Esto coincide con lo reportado por Wang y col. (2018) y
Parafati y col. (2015) quienes probaron cepas de M. pulcherrima contra B. cinerea
in vitro y en uva, encontrando mayor efecto antag6nico en baya. Se ha
demostrado que la actividad antagénica de M. pulcherrima a B. cinerea se
correlaciona directamente a los niveles de pulcherrimina que produce la levadura

(Sipiczki, 2006), la pulcherrimina es un pigmento rojo insoluble que se genera a
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partir de acido pulcherriminicoyen presencia de hierro lll (Gore-Lloyd y col., 2019)
generando competencia por hierro en el medio, limitando el crecimiento de otros

microorganismos (Sipiczki, 2006; Saravanakumar y col., 2008 ; Wang y col.,
2018).

Cepas de M. pulcherrima con actividad antagonista contra B. cinerea han
mostrado también actividad antagonista ante otros hongos fitopatbgenos como
Alternaria spp., Aspergillus spp., Fusarium spp., Monilinia spp., Penicillium spp.
(Gore-Lloyd y col., 2019; Savarakumar y col., 2008); por lo que M. pulcherrima
NB9 podria tener potencial como antagonista ante otros hongos fitopatégenos.

Del mismo modo que en el ensayoin vitro, podemos observar, tanto en uva
‘Merlot’ como en uva ‘Sugraone’, que la capacidad de inhibicion de la cepa en
fruto depende del aislado de B. cinerea al que se enfrente. Ademas, la capacidad
antagonica del agente de biocontrol ante los distintos aislados también fue
diferente en funcion del medio donde se dio la confrontacion, ya fuerain vitro o en
fruto, esto corresponde a lo reportado por Parafati y col. (2015) quienes reportan
gue la eficiencia de biocontrol de cepas de M. pulcherrima depende de la cepa de
B. cinerea y varia entre ensayos in vivo e in vitro, lo que hace latente la
insuficiencia de evaluar los agentes de biocontrol Unicamente in vitro y la

necesidad de evaluarlos ante varias cepas del agente patégeno.

Si bien B. methylotrophicus FR4B12 y M. pulcherrima NB9 mostraron gran
capacidad de inhibiciéon individualmente valdria la pena evaluarlos en conjunto;
bacterias y levaduras tienen requerimientos ecoldgicos y nutricionales diferentes
entre si, por lo que podrian aplicarse conjuntamente, ademas de que presentan
modos de accién complementarios, las levaduras por una parte mediante la
competencia por nutrientes y espacio (Schenay col., 2000) y Bacillus mediante la
produccion de antibiéticos (Anjaiah, 2004). Mondino (2012) reporta la formulacion
de un biofungicida que conjunta la accion de Metschnikowa pulcherrima y B.
subtillis para su aplicacién en vifiedo que logra controlar la podredumbre gris igual
que un fungicida de sintesis (Iprodiona), también Zangoeiy col. (2014) reportan
el uso en conjunto de especies de levaduras Candida membraniciens y Pichia

guilliermondii con Bacillus subtilis que muestra una mayor capacidad para inhibir
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el crecimientode B cinereainvivo en frutos de manzanoque cuando se aplicaban

los microorganismos por separado.

Sin embargo, es necesario escalarlos ensayos a pruebasen campo ya que
en el control biolégico no basta con tomar en cuenta solamente el huésped, el
patégeno y el antagonista en condiciones controladas; la microbiota endéfita y
epifita propia de la planta, asi como las condiciones ambientales juegan un rol
muy importante en la capacidad de biocontrol (Spadaro y Droby, 2016; Braga y
col., 2016) (Elad y Stewart, 2007).

5.3 Ensayos de resistencia de los agentes de biocontrol a fungicidas.

Dado que es posible lograr un mayor control de la podredumbre gris en
vifiedo al conjuntarmétodos de control quimicos y biolégicos,reduciendo el riesgo
de desarrollo de resistencia (Rotolo y col., 2018; Elad y Stewart, 2007) se evaluo
la capacidad de B. methylotrophicus FR4B12 y M. pulcherrima NB9 para
desarrollarse en la presencia de fungicidas de sintesis comiunmente empleados
en el cultivode la uva.

M. pulcherrima NB9, cepa aislada de uva de vifiedo, no mostrd
susceptibilidad a ninguno de los fungicidas de uso comun en el cultivo de la vid
probados. Vadkertiovay Slavikova (2011) mostraron que cepas de M. pulcherrima
aisladas de arboles frutales cominmente tratados con fungicidas quimicos tenian
mayor resistencia in vitro a los agroquimicos usados en el cultivo que cepas de la
misma especie aisladas de arboles forestales (no tratados con fungicidas). Wang
y col. (2018) probaron la susceptibilidad de cepas de M. pulcherrima a distintos
fungicidas quimicos, encontrando que las cepas mostraban susceptibilidad a
algunos fungicidas tales como fluopyram, pyraclostrabin y boscalid y triflumisole,
por lo quevaldria la penaevaluarla susceptibilidad de M. pulcherrima NB9 a otros
fungicidas quimicos de sintesis.

B. methylotrophicus FR4B12 mostrd susceptibilidad ante Cupravit® (Figura
9F, 9G y 9H), sin embargo, la dosis a partir de la cual se observa efecto inhibitorio
al desarrollo de la bacteria es cuatro veces la dosis recomendada a la aplicacion.
Ante Azufre 720® se observa un efecto inhibitorio del crecimiento a partir de la

dosis recomendada de aplicacion (3.6 g L) (Figura 9A, 9B y 9C), lo que
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restringiria el uso en conjunto de la cepa con este fungicida. Por otro lado,
Benomil® no tuvo efecto en el crecimiento de la bacteria a las concentraciones
probadas. La respuesta de cepas comerciales de Bacillus subtillis y B.
amyloliquefaciens empleadas en el control de B. cinerea ha sido probado contra
fungicidas de distintos grupos quimicos comunmente utilizados en el control de la
podredumbre gris en vifiedo, la mayoria de los fungicidas no mostraron un efecto,
sin embargo, los derivados de cobre inhibieron el crecimiento de B. subtilis
mostrando halos de inhibicién con hasta un cuarto de la dosis recomendada en la
etiqueta (Rotolo y col., 2018), esto corresponde a lo observado en el ensayo, ya
gue Cupravites un derivado de cobre (Cu2(OH)3Cl).

Aunque si bien el determinar la tolerancia de las cepas a los fungicidas nos
ilustra sobre el potencial de los antagonistas para ser aplicados en conjunto o
alternados con estos fungicidas quimicos, para establecer un plan de manejo
integrado de la enfermedad considerando estos agentes de biocontrol se
requerira de ulteriores estudios de compatibilidad, formulacién y optimizacion de
las aplicaciones (Elad y Stewart, 2007; Wang y col., 2018).
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6. CONCLUSIONES.

e La capacidad de inhibicién de las cepas microbianas de biocontrol
depende del medio o sustrato y de la cepa de B. cinerea a lacual se

enfrentan.

e B. methylotrophicus FR4B12 y M. pulcherrima NB9 muestran
potencial para ser usados como agentes de biocontrol de la

podredumbre gris en uva de mesa.

e M. pulcherrima NB9 muestra potencial para ser usada como agente

de biocontrol de la podredumbre gris en uva para vinificacion.

e M. pulcherrima NB9 y B. methylotrophicus FR4B12 muestran
potencial para ser utilizadas en un manejo integrado de la
enfermedad en conjunto a fungicidas quimicos de sintesis como

Benomilo, Oxicloruro de cobre y Azufre elemental.
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