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RESUMEN

Las Bacterias acido lacticas (BAL), constituyen un amplio grupo de
microorganismos ubicuos presentes en la naturaleza, las que se han
caracterizado por presentar entre otras, propiedades antimicrobianas, o que ha
llevado a implementarlas como agentes de control bioldgico contra fitopatégenos,
constituyendo una herramienta util para una agricultura sostenible. En Chile, el
nogal (Juglans regia L.), representa uno de los cultivos de mayor importancia
econdémica, cuya produccion se ha visto afectada dada la presencia de
enfermedades como la peste negra y el cancro de la madera, causado por la
bacteria Xanthomonas arboricola pv juglandis y especies fungicas de la familia
Botryosphaeraceae como Diplodia mutila respectivamente, y cuyo manejo
requiere de estrategias mas sostenible en la proteccion del cultivo. El objetivo de
esta investigacion fue estudiar las propiedades antagénicas de cepas BAL in vitro
e in vivo hacia Xaj y D. mutila de nogal, relacionando los hallazgos con los
compuestos antimicrobianos pesquisados. La actividad antagdnica de cepas BAL,
se evaluo a través de métodos de difusion en agar in vitro, implementando MRS,
lactosuero y LAPTg para el desarrollo del pellet, cultivo directo y sobrenadante
libre de células (SLC) de cada cepa lactica. Luego, para realizar un perfil de
metabolitos se implementaron ensayos de neutralizacion y tratamientos
enzimaticos del sobrenadante de aquellas cepas que generaron inhibicion de su

sobrenadante. Finalmente, los ensayos in vivo en frutos de nuez de las cepas que
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mostraron antagonismo in vitro se evaluaron en base a tratamientos preventivos
y curativos con el pellet de cepas desarrolladas en medio convencional MRS y
lactosuero liofilizado. Los resultados evidenciaron que todas las cepas probadas,
inhibieron in vitro, a Xaj y D. mutila, con una actividad de amplio espectro,
destacando para este ultimo, al pellet de Pediococcus acidilactici y Lactobacillus
kunkeei, en MRS y LAPTg, mientras que para Xaj no hubo significancias entre los
pardmetros evaluados. Se identific6 a LAPTg como el medio 6ptimo para el
desarrollo del SLC de todas las cepas BAL contra Xaj, destacando a P. acidilactici,
cuya inhibicion fue atribuida a la presencia de acidos organicos y bacteriocinas.
Con respecto a L. kunkeei, ademas de las anteriores, se debid a la presencia de
peréxido de hidrogeno. Mientras que bacteriocinas y perdoxido de hidrogeno
caracterizo a las dos cepas de Weisella sp. Los ensayos in vivo, demostraron que
el tratamiento preventivo en base al liofilizado de P. acidilactici generd una
disminucién de la infeccién a través del tiempo, ocasionada por D. mutila, mientras
gue tratamientos preventivos y curativos en base a liofilizado de una de las cepas
de Weisella sp, demostré ser eficiente contra la infeccion de Xaj. Se concluye que
cepas BAL presentan accién antagoénica contra fitopatbgenos de nogal, tanto en
ensayos in vitro como in vivo, lo que se atribuye en parte a la presencia de variados
metabolitos extracelulares contra Xaj, ademas de la posibilidad de estructuras o
mecanismos presentes en la célula bacteriana que pudieron haber generado esta

respuesta, al igual que contra D. mutila.
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ABSTRACT

Lactic acid bacterias (LABs) constitute a broad group of ubiquitous
microorganisms present in the nature, which have been characterized by
presenting, among others, antimicrobial properties, which has led to their
implementation as biological control agents against phytopathogens, constituting
a useful tool for sustainable agriculture. In Chile, the walnut (Juglans regia L.),
represents one of the most economically important crops, whose production has
been affected by the presence of diseases such as, bacterial blight and wood
canker caused by the bacterium Xanthomonas arboricola pv. juglandis and fungal
species of the Botryosphaeraceae family such as Diplodia mutila respectively, and
whose management requires more sustainable strategies in crop protection. The
objective of this research was to study the antagonistic properties of BAL strains
in vitro and in vivo towards Xaj and D. mutila from walnut, relating the findings to
the antimicrobial compounds investigated. The antagonistic activity of BAL strains
was evaluated through in vitro agar diffusion methods, implementing MRS, whey
and LAPTg for the development of the pellet, direct culture and cell-free
supernatant (CFS) of each lactic strain. Then, to perform a metabolite profile were
implemented, neutralization tests and enzymatic treatments of the supernatant of
those strains that generated inhibition of their supernatant. Finally, the in vivo tests
on walnut fruits of the strains that showed in vitro antagonism, were evaluated

based on preventive and curative treatments with the pellet of strains grown in
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conventional MRS medium and lyophilized whey. The results showed that all the
tested strains inhibited Xaj and D. mutila in vitro, with a broad-spectrum activity,
highlighting for the fungi the pellet of Pediococcus acidilactici and Lactobacillus
kunkeei in MRS and LAPT(g, while for Xaj there were no significances between the
parameters evaluated. LAPTg was identified as the optimal medium for the
development of the CFS of all BAL strains against Xaj, highlighting P. acidilactici,
whose inhibition was attributed to the presence of organic acids and bacteriocins.
For L. kunkeei, in addition to the above, it was due to the presence of hydrogen
peroxide. While bacteriocins and hydrogen peroxide characterized the two strains
of Weisella sp. The in vivo essays showed that the preventive treatment based on
lyophilisate of P. acidilactici generated a decrease in the infection over time,
caused by D. mutila, while preventive and curative treatments based on
lyophilisate of one of the strains of Weisella sp, proved to be efficient against Xaj
infection. It is concluded that BAL strains present antagonistic action against
walnut phytopathogens, both in in vitro and in vivo essays, which is attributed in
part to the presence of various extracellular metabolites against Xaj, in addition to
the possibility of structures or mechanisms present in the bacterial cell that could

have generated this response, as well as against D. mutila.
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1. INTRODUCCION

1.1 Cultivo de nogal (Juglans regia L.)

La nuez persa (Juglans regia L.), es una especie arbérea perteneciente al género
Juglans y a la familia Juglandaceae, clasificada en 21 especies que producen
nueces comestibles. Se distribuye en Europa, Asiay América, en una amplia gama
de condiciones geograficas. Es originaria de la peninsula balcanica hacia el este,
hasta la cadena occidental del Himalaya (Khan et al. 2020).

Es uno de los cultivos mayormente consumidos en el mundo, ha sido valorada

por el ser humano desde tiempos antiguos dado su valor maderero, culinario y

medicinal protagonizado estos ultimos, por la alta composicién de acido alfa-

linoleico (AAL), vitaminas, proteinas y minerales que han demostrado reducir el

riesgo de enfermedades diabéticas y cardiovasculares entre otras, lo que ha

determinado su reconocimiento como el “pan del futuro” (Bozovic, et al. 2014,

Hayes et al. 2016).

En los ultimos diez afios, la produccion del fruto a nivel global, ha experimentado

un alza de un 37%. Especificamente el continente asiatico representa la mayor

region productora del mundo con un 68,4%, seguida de América con el 19,1%

del total de produccion anual. China, Estados Unidos, Chile e Irdn son los

principales paises productores de nueces con un 46, 27, 7 y 5% respectivamente

(INC 2020). Solo para el afio 2016, se estim6 una produccion anual mundial de
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nueces de 3.763.725 toneladas métricas (TM), equivalentes a mas de 14.0000
millones de dolares estadounidenses (Shigaeva & Darr 2020).

A nivel mundial, el nogal presenta un gran numero de variedades como Chandler,
Serr, Tulare, Howard entre otras, las que se diferencian en tamafio, color y peso
de su fruto, contenido de &cidos grasos y aceites del mismo, asi como la floracién,
vigor y crecimiento del arbol. Especificamente, la variedad Chandler es la mas
conocida y apreciada en todo el mundo, el 90% de sus ramas son productivas,
ofreciendo ademas rendimientos muy elevados. Su fruto se destaca por ser de
gran tamafo, color claro y cascara fina, caracteristicas apreciadas en el mercado

gue elevan su precio al mas alto (Martinez et al. 2010).

1.2 Nogal en Chile

La nuez es uno de cultivos fruticolas mas plantados en Chile, con una produccion
anual de 100.000 toneladas y una superficie total de 37.826 hectareas (ha), solo
es superada por la uva de mesa con 48.202 ha, pero es mas alta que otros
cultivos tradicionales como la cereza (25.109 ha), palta (30.078 ha) y manzana
roja (29.052 ha) (Velasco Cruz 2018).

Se posiciona en el tercer lugar a nivel mundial, como los mayores productores
del fruto. Solo para el periodo 2019/20 se estim6 una produccion de 70.000
toneladas métricas (TM), superando las 45.000 ha de plantacién, la que va

aumentando a un ritmo de 1.500 ha por afio (INC 2020, USDA 2019).



La mayor concentracion de area plantada se encuentra en la zona centro,
especificamente en la region Metropolitana y O’Higgins con 19.647 ha,
representando al 52% de la superficie, seguida por Coquimbo y Valparaiso con
11.815 ha equivalentes al 31%. Finalmente le sigue la zona sur integrada por las
regiones del Maule, Biobio y la Araucania con 6.364 ha equivalentes a un 17%
de terreno plantado. Estas cifras, representan plantaciones que corresponden
principalmente a las variedades Chandler, con 27.235 ha (72%), seguidas por la
variedad Serr con 9.078 ha (24%) y el resto con 1.513 ha (4%), a otras variedades
(Velasco Cruz 2018).

En cuanto a la produccién del fruto, solo el 2% es destinado al consumo interno,
principalmente en la industria de la confiteria y como parte de la dieta dado los
variados beneficios en la salud que presenta (Holscher et al. 2018). El resto,
porcentaje mayoritario, corresponde a la exportacion del fruto con 25.434 TM
estimadas para el periodo 2019/20. Turquia y la Unién europea (Alemania), son
los principales paises de destino, con un 19,7% (23,94 TM) y un 14,5% (17,87
TM) respectivamente, estimados para el periodo 2017/18 (INC 2020, ODEPA
2017).

El gran crecimiento que ha experimentado la industria chilena de la nuez ha
generado grandes expectativas a futuro, teniendo como objetivo una produccién
de 200 mil toneladas entre los afios 2023 y 2025, el doble de la produccién actual
(Lemus & Osorio 2019). Sin embargo, esta gran expectativa no esta exenta de

grandes desafios, ya que se ha observado que el precio actual, representa



alrededor del 50% del obtenido hace cuatro o cinco afios atras, lo que se debe a
la competencia con otros productores, pero también a la existencia cada vez mas
notoria de enfermedades fitosanitarias que pueden llegar a alterar tales
proyecciones, y en las que se debe poner cada vez mas atencion para asegurar

una industria activa (Lemus & Osorio 2019).

1.3 Principales enfermedades fitosanitarias en el nogal

Durante el proceso de cultivo, los nogales a menudo se ven sometidos al ataque
de varios patdgenos que llevan al desarrollo de enfermedades que constituyen
una real amenaza para la especie. Entre ellas se encuentra, la pudricion del
cuello y la raiz provocada por especies del género Phytophthora, patégeno del
suelo que ocasiona dafios a nivel radicular, tejidos conductores (floemay xilema),
ademas de dafios en la regién aérea como necrosis foliar, defoliacion y clorosis,
lo que eventualmente puede provocar la muerte del arbol (FIA & ChileNut 2010).
Presenta una amplia extension a nivel mundial, y en Chile predomina en regiones
centrales del pais (Guajardo et al. 2018).

Por otro lado, se encuentra la enfermedad de la peste negra, generado por el
patdogeno Xanthomonas arboricola pv. juglandis (Xaj). Es la enfermedad mas
grave en las principales areas de produccion a nivel mundial, llegando a pérdidas
de un 80%, y una reduccion del rendimiento de hasta un 70% ya que el patdgeno
invade oOrganos especificos de la planta, como hojas, ramas, tallos y

principalmente frutos inmaduros (Lamichhane 2014). En Chile la incidencia de la
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peste negra aumenta desde el norte al sur del pais, favorecida por una mayor
frecuencia de lluvias primaverales que influyen de manera importante en la
enfermedad (Moya et al. 2018).

Variados estudios han identificado que la presencia de esta bacteria, estaria
asociada con muchos otros hongos y bacterias patdgenas, provocando
enfermedades como la necrosis apical parda (BAN; en ingles Brown Apical
Necrosis), a causa de hongos como Fusarium spp o Alternaria spp que afectan a
frutos inmaduros principalmente. El cancro exudativo vertical (VOC; en inglés
Vertical Oozing Canker) descubierto recientemente, donde se ha sugerido que su
causa se debe a un linaje genético distinto dentro del patovar juglandis,
caracterizandose por cancros verticales en troncos y ramas junto a la presencia
de exudados en esa zona (Hajri et al. 2010). También se ha identificado por otro
lado la enfermedad del cancro de la madera, donde estudios realizados en huertos
de nogal en California, han identificado desde lesiones necroéticas en frutos de
nuez generados por la bacteria patégena, la presencia de especies de hongos
pertenecientes a la familia Botryosphaeriaceae, lo que ha sugerido que la bacteria
puede ingresar por el extremo estilar del fruto, causar necrosis y favorecer
posteriormente la entrada del hongo (Michailides et al. 2014).
Botryosphaeriaceae es una extensa familia que abarca diecisiete géneros, de los
cuales seis afectan al nogal, provocando la enfermedad del cancro de la madera
(Moral et al. 2019). Esta, se caracteriza por presentar cancros en el tronco y ramas

de arboles jévenes, ademas de afectar brotes y cascara de frutos, la cual es muy



susceptible al ataque de esta clase de hongos (Moral et al. 2019). A su vez este
patdgeno suele asociarse con otras especies de hongos que causan la
enfermedad llamada Phomopsis provocadas por Phomopsis spp, que también
afectan a brotes, ramas y tronco del nogal (Michailides et al. 2014, Moral et al.
2019).

Especificamente la peste negra, es la enfermedad mas recurrente en el nogal,
tanto a nivel mundial como nacional. En Chile, su incidencia aumenta desde el
norte al sur del pais donde condiciones climaticas de precipitaciones primaverales,
favorecen el desarrollo de la enfermedad, y como se mencion6 anteriormente, su
presencia favorece la aparicion de hongos como los de la familia
Botryosphaeriaceae, la cual se considera de creciente y reciente aparicion,
distribuyéndose desde el valle de Aconcagua al sur del pais (Moya et al. 2018,
Lemus & Osorio 2019).

Dado estos antecedentes, la presente investigacion se centrara en los dos

fitopatdgenos, bacteriano y fungico antes mencionados.

1.4 Xanthomonas arboricola pv. juglandis y peste negra

En Chile, la presencia de esta bacteria puede originar pérdidas por sobre 50% de
la produccion frente a la triada ambiental: lluvias frecuentes, alta humedad vy
amplio rango de temperaturas (Buchner et al. 2014). Solo el 2014 se estimaron

para la region del Biobio, pérdidas de 60% de la produccién por esta causa



(Velasco-Cruz 2018). Para cuantificar el impacto econémico de esta enfermedad
se estima que con una produccion de nueces de 5000 kg/ha a un valor de 4
dolares/kg ($790/US$) y una merma de sélo 10%, se traducen en $1.580.000 de
pérdidas (Velasco-Cruz 2018).

Xaj es una bacteria perteneciente al género Xanthomonas y a la subdivision

Gammaproteobacteria de tipo Gram negativa, bacilo aerobio obligado, movil con

un solo flagelo polar (Katuzna et al. 2021, Vauterin et al. 1995). La especie, junto

a las que conforman al género, se caracterizan por generar un pigmento amarillo,

la xanthomonadina que las protegeria del dafio fotobiol6gico causado a la hora

de invadir su hospedero comun, las plantas. Sus colonias son comiUnmente

pequefias, redondas, brillantes y de aspecto mucoso, producto de la produccion

de xantano (Vauterin et al. 1995, An et al. 2019).

Como especie X. arboricola, se divide en siete patovares, algunos de los cuales

son considerados como organismos de cuarentena en varios paises, y son

responsables de enfermedades en arboles de nueces y frutos de hueso

presentes a nivel mundial, siendo especificamente corylina, pruni y juglandis, los

mas virulentos y econdémicamente mas relevantes (Fisher-Le Saux et al. 2015,

Hajri et al. 2012). Estudios recientes, indican que especificamente el patovar

juglandis se asocia frecuentemente con necrosis apical y la causa mas frecuente

de infecciones en frutos inmaduros de nuez con sintomas visibles, siendo la

produccion de acido gélico y sustancia de coloracidén oscura, lo que la diferencia

del resto de los patovares, constituyendo la enfermedad de la peste negra,



(Moragrega & Ozaktan, 2010). La enfermedad se presenta como manchas
irregulares translucidas que luego de un tiempo se tornan amarillo verdoso para
finalmente necrosarse tanto en frutos principalmente, asi como también en
brotes, tallos y amentos, tal como se grafica en la figura 1 (Katuzna et al. 2021).
Comunmente la infeccion se presenta en un estado inmaduro del fruto, antes que
Su cascara se endurezca, asi el fruto se marchita, mientras que, si ocurre tiempo
después, se genera decoloracion de la piel, y la infeccion no alcanza su interior
(Giovanardi et al. 2016). La infeccion y colonizacion se da por medio de hidatodos
en hojas, a través de estigmas en flores y en frutos a través de lenticelas,
favorecido por condiciones de temperatura de moderada a elevada y alta

humedad relativa (Buchner et al. 2014).
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Figura 1. Sintomas de peste negra en nogal. A) lesion necrética en fruto. B)
necrosis en ramas y amentos. C) necrosis/cancro en tejido lefioso. Tomado de
Katuzna et al. 2021.

La biologia de las interacciones huésped-patdogeno y los mecanismos que

median los procesos de virulencia, aumento de susceptibilidad y/o la resistencia



gue pueda generar el huésped, no estan bien caracterizados aun, lo que conlleva
a la aplicacién de medidas poco eficientes a la hora de controlar la enfermedad,
ya que la epidemiologia de ésta, junto con el conocimiento del fitopatégeno es
aun limitado (Kim et al. 2021, Sagawa et al. 2020). Sin embargo, de manera
general, se ha documentado que la bacteria ha desarrollado mecanismos de
virulencia que le han permitido inactivar los mecanismos defensa del huésped
presentes en el apoplasto, desencadenando la degradaciéon y detencién de su
metabolismo biosintético (Kim et al. 2021). Especificamente para el género
Xanthomonas se conocen estrategias como la secrecion coordinada de
exoenzimas que degradan la pared celular vegetal, como isoenzimas, proteasas,
celulasas, poligalacturonasas y xilanasas, vinculadas al sistema de secrecion tipo
Il (T2SS) (Szczesny, et al. 2010). Especificamente para Xaj, ademas de las
anteriormente mencionadas, se han identificado otras como, esterasas, biotina
carboxilasas, aminopeptidasas, hidrolasas, alfa xilosidasas y fosfolipasas
ademas de oxidorreductasas y enzimas involucradas en el metabolismo
energético y las vias de interconversiéon de aminoacidos, las que se asocian a la
capacidad del patdgeno para adaptarse al microambiente del huésped, ademas
de contribuir a la virulencia bacteriana, trasladar factores de virulencia a las
células vegetales y facilitar la adquisicion de nutrientes. Ademas de los efectores
tipo Il, Xaj también emplea efectores de tipo Ill, como HopQ (XopQ), XopN y XopX

que suprimen la respuesta inmunitaria del huésped (Sagawa et al. 2020).



Estas proteinas asociadas con diferentes sistemas de secrecion, en conjunto con
la estructura de pilus tipo IV y la capacidad de internalizar metabolitos e iones del
tejido vegetal, denota la capacidad de Xaj para adaptarse a las condiciones
adversas impuestas por el huésped, caracterizandolo como un patégeno bien
adaptado y versétil (Sagawa et al. 2020).

Este patégeno bacteriano desencadena en el cultivo de nogal, una de las
enfermedades mas graves a nivel mundial, con un gran impacto econémico
debido a la posibilidad de infeccién de todos los 6rganos aéreos del arbol como
hojas, tallos y frutos inmaduros principalmente, disminuyendo la efectividad de la
produccion del vivero, reduccién de la calidad y rendimiento de la cosecha dado
la caida prematura del fruto, ademas de generar manchas en la cascara y
pardeamiento del grano de las nueces que estan por caer, dificultando finalmente
su comercio (Katuzna et al. 2021, Lamichhane 2014). A pesar de la gran
problematica, existe escases de informacion en algunas areas acerca de su
presencia y efectos, lo que puede deberse a que no represente una problematica
real entre los horticultores, escases de informacién cientifica o que ocurra solo
en brotes locales y esporadico, tomando en cuenta que la enfermedad no se
presenta de manera uniforme en el espacio y tiempo y es posible que no ocurra
con regularidad ni con la misma gravedad en un area en distintos afios (Katuzna
et al. 2021).

El control de esta enfermedad es de caracter preventivo basado principalmente

en el uso de agroquimicos utilizando principalmente cobre en conjunto a
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ditiocarbamatos, especificamente el mancozeb, demostrandose altamente eficaz
contra Xaj, ya que el cobre por si solo genera resistencia por parte del patégeno
dada la presencia de genes especificos que lo controlan, los llamados copLAB,
requiriendo de su accidn conjunta (Adaskaveg et al. 2010). En cuanto a manejo
en base al método de control biolégico, se han realizado pruebas en base a
cocteles de bacteriéfagos que son liticos contra Xaj, sin embargo, el efecto solo
ha sido demostrado a través de ensayos in vitro (Domotor et al. 2016, Retamales
et al. 2016). También se ha estudiado el uso de nanoparticulas de plata y zinc
donde se evidencid inhibicion in vitro contra el patdgeno, sin embargo, no se ha
llegado a pruebas de campo, requiriéndose a su vez, de pruebas que evallen las
interacciones entre las nanoparticulas con las plantas, el medio ambiente y un
mejor desarrollo de estrategia, si es que fuera necesario (Ghadamgahi et al.

2014).

1.5 Botryosphaeraceae (Diplodia mutila) y cancro de la madera

Existen alrededor de veinte especies de hongos pertenecientes a la familia
Botryosphaeraceae que se asocian a cultivos como almendros, olivo, pistacho y
nocedales alrededor del mundo. Muchas de estas especies de la familia son
predominantes en el cultivo, mientras que otras son de tipo secundaria (Moral et
al. 2019). Varias de ellas pueden sobrevivir como endéfitas en tejido
asintomaticos y volverse patégenas cuando el huésped se encuentra bajo
condiciones de estrés (Valencia et al. 2019).
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Especificamente los géneros, Botryosphaeria, Diplodia, Dothiorella,

Lasiodiplodia, Neofusicoccum, y Neoscytalidium afectan al nogal, siendo

caracteristicos en paises o regiones especificas. En Chile, por ejemplo, se ha

asociado recientemente a la enfermedad con el género Diplodia, especificamente

la especie Diplodia mutila (Diaz et al. 2018). Esta, pertenece a la division

Ascomycota y son hongos de tipo filamentosos con abundante micelio aéreo,

algodonoso de color oscuro con presencia de picnidios. Sus conidios o0 morfos

asexuales son hialinos, septados o no septados, lisos de paredes gruesas,

ambos extremos ampliamente redondeados, rara vez se vuelven de color marrén

palido. A su vez, presentan ascosporas o morfos sexuales, hialinos a

pigmentados, lisos septados 0 no septados.

(Phillips et al. 2013).

Las esporas son la principal fuente de ind6culo de esta gran familia, donde
recientemente se identificd que pueden pasar el invierno en tejidos sintomaticos
(ramas, brotes, yemas, corteza de tronco y cascara de frutos) o en ramas caidas
e infectadas en el suelo. Después de la infeccion del huésped, la mayoria de los
sintomas aparecen en primavera y principios del verano cuando la temperatura
aumenta. Los sintomas se observan como lesiones necréticas y hendiduras en
tejidos lignificados en los que aparecen exudados de manera gradual a medida
que las condiciones ambientales asi lo favorezcan. Los troncos de arboles jévenes
y ramas de arboles maduros se ven importantemente afectados, ademas de

evidenciarse una muerte regresiva de espolones, resultado de la infeccién que se
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mueve desde el fruto. Las cascaras de nuez son muy susceptibles a la infeccion
por esta familia de hongos, los cuales generan infecciones latentes en frutos en
desarrollo y lesiones de color negruzco- marron en frutos maduros. Las lesiones
avanzan rapidamente llegando a consumir el fruto por completo. Por lo general las
lesiones se limitan a la cascara, pero algunas especies pueden llegar a colonizar
el grano (Moral et al. 2019, Gusella et al. 2020). Estos sintomas se muestran a

continuacion en la figura 2.

Figura 2. Sintomas de Botryosphareaceae en nogal. En el panel A, se muestra la
exudacién en corteza. En el panel B y C se muestra pudricién interna y externa en
frutos de nuez. En D y E cancros en la cara externa e interna de brotes. Tomada
de Gusella et al. 2020 (A 'y B), Moral et al. 2019 (C) y fotografias propias (D y E).

La patogenicidad de algunas especies del género Diplodia esta determinada por
proteinas como la glucosidasas y peptidasas que degradan los polisacéaridos y

proteinas de la pared celular vegetal, permitiendo su entrada en la célula, ademas
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de estar asociadas en la inactivacion de la respuesta de defensa de la planta y el
establecimiento de la infeccion. Proteinas NEP (Necrosis and Ethylene inducing
Protein) o inductores necréticos por su lado, son las que se vinculan con los
sintomas de necrosis en diferentes organos de la planta, garantizando la
supervivencia del hongo, ademas de generar en ésta una respiracion celular
alterada y muerte celular localizada (Chethana et al. 2016). Por otro lado, para D.
mutila se ha determinado la produccion de metabolitos fitotdxicos como tirosol y
R-(-)-mellein (dihidroisocumarina), a los que se le atribuyen altos niveles de
toxicidad que pueden generar necrosis severa y marchitamiento en distintos
organos de su huésped (Reveglia et al. 2018).

Dada la asociacién que se genera entre esta enfermedad y otros patdgenos, se
ha generado un problema aun mayor a la hora de estimar las pérdidas
econOmicas de esta enfermedad, ya que por un lado es dificil separar los dafios
causados por especies de Botryosphaeriaceae, de la causada por Phomopsis, por
ejemplo, y por otro lado la primera se asocia frecuentemente con nueces que
muestran un deterioro debido a causas naturales o presencia de plagas en
nocedales bien mantenidos, dificultando importantemente dilucidar su etiologia
(Michailides et al. 2014, Moral et al. 2019).

El manejo de esta enfermedad, suele controlarse con premezclas de fungicidas

sintéticos como estrobilurinas y carboxamidas resultando altamente eficaces,

seguido de dicarboximidas, acompafado de métodos culturales (Adaskaveg et

al. 2017). Estrategias de control bioldgico apenas se han estudiado para especies

14



de la familia, sin embargo, cabe mencionar estudios realizado en base al uso de
hongos microparasitos del género Trichoderma en almendro, como método de
control biologico, obteniéndose resultados ineficientes contra los patdgenos

analizados (Michailides et al. 2006).

1.6. Manejo integral de enfermedades fitopatdgenas

Es un gran desafio lograr una gestion eficaz de enfermedades tanto bacterianas
como flngicas en plantas, requiriendo de una comprension completa de sus
patosistemas. Reportes han indicado que tratamientos preventivos de cultivos,
es una estrategia recomendada para evitar la llegada y propagacion de
patégenos a las plantas hospederas, en sustitucién a la falta de tratamientos
curativos (Daranas et al. 2018, Mewa-Ngongang et al. 2021). El manejo integrado
de plagas (MIP), es definido segun la FAO como la cuidadosa consideracion de
todas las técnicas de control de plagas disponibles y la posterior integracion de
medidas apropiadas que disminuyan el desarrollo de poblaciones de plagas,
manteniendo plaguicidas y otras intervenciones a niveles economicamente
justificados de manera de reducir o minimizar los riesgos para la salud humanay
el entorno. Da énfasis al crecimiento de cultivos saludables con la menor
alteracion posible de los agroecosistemas, fomentando el uso de mecanismos
naturales de control, integrando acciones tanto preventivas como curativas (FAO

2019, Green et al. 2020).
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Es uno de los enfoques deseables al momento de tratar enfermedades
fitopatdgenas, lo que incluye practicas culturales y la intervencion de control
quimico y/o biologico junto al apoyo de modelos de prediccion de enfermedades
en plantas, representando en conjunto, la mejor estrategia para el manejo de
ellas de manera eficaz y sostenible (Barzman et al. 2015).

Dentro de las practicas culturales, cuyo objetivo es reducir el riesgo de infeccion,
el indculo del patdgeno, gravedad e incidencia de la infeccion y el control de la
propagacion de la enfermedad, se encuentran las practicas adecuadas de riego
y fertilizacion, poda, rotacion de cultivos y eliminacion de plantas infectadas
aplicado en algunas especies de la familia Botryosphaeraceae (Moral et al. 2019,
Khoury & Makkouk 2010).

En cuanto a estrategias de control quimico, las mas utilizadas han sido en base
a formulaciones de cobre (oxicloruro de cobre, sulfato de cobre e hidréxido de
cobre) en algunas especies de genero Xanthomonas y Pseudomonas ademas de
antibioticos (estreptomicina y oxitetraciclina) a objeto de eliminar eficazmente
poblaciones epifitas de bacterias (Lamichhane 2014, Cameron & Sarojini 2013).
Sin embargo, su uso genera problemas de fitotoxicidad, contaminaciéon ambiental
y alimentaria ademas de generar poblaciones resistentes, provocando incluso
gue muchas de ellas mantengan la patogenicidad como estrategia de
supervivencia en condiciones ambientales adversas. El uso de antibiéticos por
su lado, pueden generar también resistencia. La preocupacion por los efectos

nocivos que tienen gran parte de los plaguicidas quimicos, ha incentivado a la
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busqueda de herramientas efectivas, sostenibles y mas seguras para gestionar
estas enfermedades en cultivos de gran importancia econémica (Raymaekers et
al. 2020, Lamont et al. 2017).

El control biolégico por su parte, o también denominado biocontrol, es un método
valioso a través del uso de bioplaguicidas en el manejo integrado de
enfermedades en plantas. Estos bioplaguicidas contienen agentes de control
biolégico (ACB), que generalmente incluyen microorganismos benéficos,
compuestos derivados de su metabolismo, asi como productos naturales,
subproductos o extractos de plantas, como ingredientes activos, que suprimen
finalmente el patégeno o la plaga (Harman & Kubicek 2014).

En cuanto a los modelos de prediccion suelen ser especificos para una
enfermedad en particular, basandose en informacion acerca del clima, cultivo y
patdgeno en si, a objeto de orientar aplicaciones de bioplaguicidas o productos
alternativos de la manera mas eficaz, evitando asi, pulverizaciones de
bactericidas innecesarias, reduciendo costos del cultivo, lo que beneficiaria la

sustentabilidad econémica y ambiental del sistema (Bombelli et al. 2012).

1.7 Biopesticidas antimicrobianos

Los biopesticidas se elaboran a partir de ACB, lo que son capaces de reducir la
densidad de la poblaciéon o el impacto de la plaga o patégeno en especifico (Glare

et al. 2012).
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Tomando en cuenta el uso de ACB en base a microorganismos benéficos,
diversos estudios han demostrado que aquellos microorganismos
filogenéticamente diversos, pueden actuar como antagonistas exitosos de varios
fitopatdgenos, entre los cuales se destacan los géneros bacterianos de Bacillus,
Pseudomonas, amplio grupo de bacterias acido lacticas (BAL), rhizobacterias,
hongos del género Trichoderma y levaduras como Candida y Saccharomyces
entre otras (Raymaekers et al. 2020).

Es importante considerar a la hora de seleccionar un microorganismo antagonista
algunas caracteristicas generales como, la capacidad de colonizar la superficie
de la planta y persistir de manera efectiva, capacidad de sobrevivir en diferentes
condiciones ambientales y superar la capacidad que tenga el patégeno para
obtener nutrientes, y por otro lado, de manera mas especifica influye la
estabilidad genética que presente, que no requiera elementos nutricionales
especificos, que pueda crecer en grandes cantidades en un medio econémico,
permanencia de viabilidad por largo periodo de tiempo, facil de aplicar y que no
genere compuestos secundarios que causen dafio a la salud humana (Ulloa-
Ogaz et al. 2015).

Los microorganismos antagonistas pueden mantenerse mediante interacciones
directas e indirectas con el patégeno. Las interacciones directas incluyen; a)
competencia por nutrientes o espacio, b) antagonismo a través de la produccién
de compuestos antimicrobianos o enzimas liticas (antibiosis), c) parasitismo o d)

efectos anti Quorum Sensing (Andrew 1992, Helman & Chernin 2015). De forma
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indirecta, el agente de control puede actuar mediante el mejoramiento de los
mecanismos de defensa del huésped, desencadenando una resistencia
sistémica inducida (RSI) generada por bacterias que promueven el crecimiento,
y potencian el sistema inmune y de defensa del hospedero, realizada en varias
ocasiones por las llamadas plant-growth-promoting rhizobacteria (PGPRS), pero
también lo realizan hongos de los géneros Trichoderma y de tipo arbusculares
simbidticos (Raymaekers et al. 2020). Se destacan como estrategias emergentes
de biocontrol contra fitopatdgenos, el uso de ACB seleccionados o la ingenieria
del microbioma (Foo et al. 2017).

Para lograr el desarrollo de biopesticidas antimicrobianos, es necesario realizar
bioensayos primarios que consisten en aislar y seleccionar microorganismos
antagonistas capaces de suprimir los patégenos objetivos y reducir los niveles de
enfermedad, para esto se requiere implementar ensayos in vitro, que sean
simples, rapidos y reproducibles como métodos de cultivo dual, difusion en agar,
o métodos en medio liquido (Raymaekers et al. 2020, Cesa-Luna et al. 2019,
Daranas et al. 2018). Estos permiten seleccionar una cantidad reducida de
candidatos prometedores que puedan ser implementados para su posterior
analisis en ensayos de campo, el cual es antecedido en varios estudios por
ensayos in vivo bajo condiciones controladas. Estos, pueden realizarse utilizando
plantas o bien érganos de éstas, lo que requiere de menos espacio y tiempo, y
es recomendado cuando el patdgeno a evaluar infecta de manera importante a

organos especificos en el hospedero (Raymaekers et al. 2020). Una vez
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seleccionadas las cepas candidatas se procede a la caracterizacion de ellas aun
a nivel de laboratorio, por medio de su identificacion ademéas de un nivel
fenotipico, también a uno genotipico, conocer ademas sus mecanismos de
accion, y luego proceder a realizar ensayos piloto (campo e invernadero) en
diferentes condiciones ambientales (Montesinos 2003).Posteriormente, para
consolidar el producto de manera comercial, se debe generar la produccion de
masa adecuada y formulacion del producto (solido-liquido), realizar ensayos de
bioseguridad e impacto ambiental e implementacién de métodos especificos de
monitoreo que logren identificar la dinamica poblacional del microorganismo
liberado y su persistencia en el tiempo (Segarra et al. 2015, Daranas 2018).
Finalmente, para comercializar el producto se deben adaptar reglamentos y
autorizaciones de acuerdo al pais correspondiente. En Chile de acuerdo a
Resolucién Exenta n°9074, que establece condiciones y requisitos para autorizar
plaguicidas microbianos para comercializacién (SAG 2018).

El uso de biocontrol como método alternativo a la implementacién de productos
guimicos, requiere de consideraciones naturales y econémicas para el manejo
eficiente de enfermedades en plantas como lo son la eficacia de su uso, el cual
estd altamente asociado con el modo de accién del agente, ademas de
propiedades naturales como especificidad y persistencia en entornos con
diversas condicionantes ambientales (Compant et al. 2019). También es
importante considerar su durabilidad, sustentabilidad ecoldgica y la consideracién

de incentivos econémicos y practicos a la hora de su aplicacion, es decir, que
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constituya una tecnologia facil de evaluar y lista para usar, conduciendo a
ventajas econdmicas en relacion con otras, en términos de relacion de oferta,
demanda y rentabilidad (He et al. 2021).

Al caracterizar al método, constituye una herramienta de aplicacion prometedora
dentro del sector agricola, ya que presenta ventajas en termino de sostenibilidad,
toxicidad, modos de accion y costos en comparacion a los quimicos.
Especificamente se descomponen rapido en el medio ambiente y son menos
toxicos para aquellos patdgenos no blanco, ademas, debido a que presenta
modos de accidn distintos a los productos quimicos, contribuyen a suprimir
aguellos patégenos resistentes, ademas de evitar posibles problemas de
fitotoxicidad en el hospedero. Los costos son mas bajos en comparacion a los
plaguicidas quimicos ya que estos requieren de estudios ecotoxicoldgicos
estrictos como parte del proceso de registro (Raymaekers et al. 2020, Daranas
et al. 2018). Sin embargo, algunos de sus limitantes radican a que el proceso es
mas lento por parte de los ACB para suprimir la enfermedad que los productos
sintéticos o la inconsistencia en la eficacia de los ensayos en condiciones de
campos por factores bidticos y abidticos también es considerado un
inconveniente (Bhattacharyya et al. 2016, Daranas et al. 2018, Bale et al. 2008).
En Chile el uso de biocontroladores forma parte de un mercado que incluye varios
tipos de productos aceptados por la agricultura organica, destacando a extractos
de origen vegetal, aceites minerales y microorganismos (bactericidas y

fungicidas), entre los que destacan los géneros Bacillus, Trichoderma, y
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Agrobacterium, los cuales son aprobados como sustancias activas en el manejo
de enfermedades en cultivos agricolas (SAG, 2021).

Tomando en cuenta lo mencionado anteriormente, existen algunos grupos
bacterianos como potenciales antagonistas exitosos, dentro de los cuales

destacan bacterias acido lacticas, las cuales se describen a continuacion.

1.8. Bacterias acido lacticas

1.8.1. Usos potenciales.

Las bacterias acido lacticas (BAL), son un diverso y amplio grupo de bacterias
reconocidas por su uso en areas como la biorrefineria integrada (Mazzoli et al.
2014). La mayoria pertenece al filo Firmicutes, clase Bacilli y orden
Lactobacilalles. Este ultimo incluye seis familias, Lactobacillaceae,
Leuconostocaceae, Enterococcaceae, Carnobacteriaceae, Streptococcaceae y
Aerococcaceae, mas de 30 géneros y mas de 300 especies, numero que ha ido
en aumento ya que se han identificado otras nuevas. El género Bifidobacterium
(familia Bifidobacteriaceae), también se incluye en el grupo de BAL, aunque
pertenece al filo Actinobacteria (Rodriguez et al. 2019).

Son cocos o bacilos Gram positivos, anaerobios, aerotolerantes, acido tolerantes
y catalasa negativos. Una caracteristica distintiva es la produccion de acido

lactico como producto principal de su metabolismo fermentativo a partir de
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carbohidratos (figura 3). Dado la falta de un sistema respiratorio funcional, estas
bacterias obtienen energia desde la fosforilacién a nivel de sustrato siguiendo
dos rutas metabdlicas principales, la homofermentativa y heterofermentativa, las
que se diferencian principalmente por el producto generado, la primera se basa
en la produccién de acido lactico y la segunda genera CO2, acetato, etanol

ademas de acido lactico (Von Wright & Axelsson et al. 2019).
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Figura 3. Vias metabdlicas de bacterias acido lacticas homofermentativas (linea
continua) y heterofermentativas (linea punteada). P, fosfato; ADP, adenosina 5'-
difosfato; ATP, adenosina 5'-trifosfato; NAD+, dinucleotido de nicotinamida y
adenina; NADH, dinucledtido de nicotinamida y adenina (forma reducida); (1),
lactato deshidrogenasa; (2), alcohol deshidrogenasa. Tomado de Wee et al.
2006.
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Estas bacterias son ubicuas y estan muy extendidas en la naturaleza donde
habitan una gran diversidad de nichos ricos en nutrientes, como alimentos,
plantas, suelos, humanos, animales entro otros (George et al. 2018). Debido a su
metabolismo versatil y su capacidad para sintetizar metabolitos beneficiosos,
ademas de acido lactico, BAL se utilizan ampliamente en biotecnologia,
alimentos, productos terapéuticos ademas de ser utilizados como agentes
antifangicos, antibacterianos, antimicotoxigénicos, productores de nutraceuticos
y probioticos. Tales caracteristicas han llevado a considerar a algunas cepas
como Generally Recognized as Safe (GRAS) por la United States Food and Drug
Administration (FDA) y Qualified Presumption of Safety (QPS) por la European
Food Safety Agency (EFSA), eximiéndolo de los costosos y prolongados
procesos de aprobacion regulatoria (Daranas et al. 2018, Lutz et al. 2012).

Uno de los usos mayormente utilizados de estas bacterias es en sistemas de
fermentacidon cuyo objetivo principal es la obtencién de acidos organicos (€j.,
acido lactico), péptidos bioactivos, entre otros, los cuales son uno de los variados
metabolitos extracelulares que se generan como subproducto de la actividad
metabdlica microbiana, cuya produccion depende en gran medida de condiciones
ambientales como pH, temperatura, nutrientes y sustratos simples. Estos
productos presentes en el sobrenadante libre de células (SLC), se pueden
separar facilmente por técnicas como centrifugacion y posterior filtracion (Mora-
Villalobos et al. 2020). Son ampliamente utilizados en la industria alimentaria,

como conservantes de alimentos, potenciador del sabor, antioxidante y agentes
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antimicrobianos, también en la industria de la cosmética en la elaboracion de
productos para la piel y en la industria de medicina y farmacia como comprimidos,
inmunoestimulantes y productos de higiene y estética entre otros (Mora-
Villalobos et al. 2020, Abedi & Bagher Hashemi 2020).

Ademas de los productos del sobrenadante, parte de la biomasa de BAL es
considerado con alto potencial probidtico, lo que le otorga un mayor valor
agregado al producto que se quiera generar, como lo es el acido lipoteicoico
(LTA; Lipoteichoic Acid), que posee propiedades anti biofilm con el potencial de
tratar o prevenir enfermedades infecciosas (Ryu et al. 2009). De acuerdo a la
Food and Nutrition Security Foundation (FAO) y a la World Health Organization
(WHO), los probidticos son “microorganismos vivos que administrados en
cantidades adecuadas confieren un beneficio para la salud del huésped”
(Cuevas-Gonzalez et al. 2020, Barros et al. 2020, Hill et al. 2014). Recientemente
se sugirid el termino de “probidtico verdadero” para referirse a aquellos
microorganismos activos y viables que muestran efectos tanto in vitro como in
vivo (Zendeboodi et al. 2020). Varias especies del genero Lactobacillus,
Lactococcus, Pediococcus, Enterococcus, Streptococcus, Bifidobacterium entre
otros, han sido reconocidos como tal (Khaneghah et al. 2020). Este concepto no
solo es aplicable a la salud humana, sino que también a la salud de las plantas o
cultivos agricolas de gran importancia donde también estas bacterias han sido
ampliamente evaluadas para su posterior implementacion. En este sentido, BAL

son miembros ubicuos en un gran numero de microbiomas vegetales, sin
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embargo, existe poca informacion acerca de la interaccion existente entre ellos y
su huésped, lo que contrasta con el amplio conocimiento que existe acerca del

rol de estas bacterias en el procesamiento de alimentos (Lamont et al. 2017).

1.8.2. Adaptabilidad de BAL al nicho e interacciéon ecoldgica con plantas.

Ventajas adaptativas.

Es importante destacar la importancia de comprender la relacion ecoldgica entre
las plantas y BAL, incluyendo los nichos ecoldgicos que ocupan en la naturaleza,
de manera de aprovechar los beneficios que entregan este tipo de bacterias, para
mejorar la produccion agricola (Lamont et al. 2017).

Estudios gendmicos en miembros de BAL han confirmado una amplia diversidad
fenotipica y genética, caracterizado esta ultima, por una tendencia general en la
reduccion de genes que estaria relacionado estrechamente con la transicion a
entornos ricos en nutrientes, sin embargo, existen familias de genes que se
expandieron por medio de la duplicacion de ellos o la adquisicion de genes
paralogos a través de la transferencia horizontal de genes (THG), factores que
determinarian la extraordinaria adaptabilidad a nichos con variadas condiciones
ambientales contrastantes (temperatura, pH, microorganismos competidores y
nutrientes disponibles), imponiendo una diseminacion generalizada de BAL en
diferentes entornos como el medio ambiente, lacteos, tracto gastrointestinal

humano como animal entre otros (Stefanovic et al. 2017, Makarova et al. 2006).
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Recientemente se ha identificado como modelo evolutivo, una clasificacion de
BAL en aquellas de tipo generalistas y especialistas, las que difieren
principalmente en un mayor y menor tamafio de su genoma y rutas metabdlicas
respectivamente, lo que les permite adaptarse a diferentes o a mayor o menor
nameros de nichos de acuerdo a las modificaciones experimentadas a nivel
genético (Zheng et al. 2015, Molenaar et al. 2005, Duar et al. 2017, Yu et al.
2020). En plantas, por ejemplo, BAL de tipo generalistas, se pueden encontrar
los géneros de Lactobacillus, Weisella, Lactococcus, Leuconostoc Yy
Pediococcus, mientras que de tipo especialista se encuentran algunas especies
del género Weisella, Lactobacillus y Fructobacillus. Varias especies de estos dos
altimos géneros se clasifican como BAL fructéfilo, conocidas por su metabolismo
fructéfilo en oposicién al glucofilo, el cual se puede dar, sin embargo, su
crecimiento es muy pobre. Se estaca en este grupo a L. kunkeei y L. apinorum
(Endo et al. 2018).

Las plantas interacttan con una gran variedad de comunidades de
microorganismos benéficos, benignos y patégenos en el medio ambiente, por lo
gue deben poder distinguir entre los miembros de dichas comunidades para
lograr optimizar su crecimiento. Si la relacion entre la planta y el microorganismo
es benéfica para la primera, dicha relacion puede ser promovida a objeto de
mejorar la produccion agricola (Lamont et al. 2017). BAL han sido encontradas
ampliamente en la filosfera, caulosfera, antosfera, carposfera, rizosfera y

endosfera de una gran variedad de plantas, identificAndose especies de los
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géneros anteriormente mencionados, ademas de Enterococcus, Streptococcus y
Leuconostoc, como los mas frecuentes en tejidos de plantas, cuya concentracion
varia entre 103-108 células g en porciones aéreas (Rastogi et al. 2012, Remus-
Emsermann et al. 2014) y hasta 10! células g en la rizosfera (Berendsen et al.
2012). Las plantas son consideradas como entornos desafiantes para gran parte
de los microorganismos, debido a la baja disponibilidad de nutrientes, agua,
exposicidn a radiacion ultravioleta, temperatura, estrés oxidativo, ademas de la
morfologia, compaosicion quimica y microorganismos presentes en el huésped,
debiendo las bacterias asociadas a ellas, poseer adaptaciones especificas que
les permitan su crecimiento y sobrevivencia (Wagner et al. 2016, Muller et al.
2016).

BAL, son consideradas exitosas colonizadoras de plantas, ya que las principales
fuentes de carbono utilizadas por estas bacterias, como la fructosa, glucosa y
sacarosa son abundantes en areas como la filosfera y néctar floral oscilando en
valores de 12,5 ug g* en hojas o 38 g/100 mL respectivamente (Mercier & Lindow
2000, Canto & Herrera 2012). Ademas, se encontrd que varias especies de BAL
son capaces de descomponer azucares solubles como la xilosa, arabinosa y
hemicelulosa presentes en tejido vegetal (Ganzle 2015).

Por otro lado, se ha identificado que, si bien BAL dependen del metabolismo
fermentativo para sobrevivir, algunas especies pueden realizar respiracion

aerdbica permitiéndoles desarrollarse en tejidos vegetales externos. Hasta la
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fecha queda por demostrar la importancia del metabolismo respiratorio en el
crecimiento de BAL sobre tejidos vegetales (Filannino et al. 2018).

También se destacan para algunos géneros como Lactobacillus y Weissella la
capacidad de tolerar altos niveles de compuestos fendlicos vegetales
antimicrobianos debido probablemente a la conversion de éstos, en metabolitos
menos téxicos por la accidon de compuestos especificos, utilizandolos finalmente
como aceptores de electrones externos (Filannino et al. 2014)

Ademas de esta capacidad, se ha identificado la produccion de compuestos
similares a hormonas vegetales (ej. 2,3-butanodiol y acetoina) asi como también
la produccion neta de acido indol acético (AIA), por algunas especies de
Lactobacillus, que influirian en la fisiologia de las plantas, categorizandolos como
bioestimulantes de varios cultivos agricolas de importancia (Goffin et al. 2010,
Mohite 2013, Shrestha et al. 2014).

Varias especies de BAL también son osmotolerantes, permitiéndoles adaptarse
a entornos con baja disponibilidad de agua, como los encontrados sobre la
superficie de las hojas, lo que se asocia al aumento en el transporte de solutos
compatibles (trehalosa o betaina entre otros), ademas de la sintesis de
proteasas, chaperonas y peptidoglicano (Papadimitriou et al. 2016, Nwodo et al.
2012).

Finalmente, la accién antimicrobiana que presentan BAL, también podria
contribuir a la colonizacion de habitat en plantas, identificAndose en géneros

como Lactobacillus, Lactococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Streptococcus,
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Weisella y Enterococcus la produccién de compuestos inhibitorios e induccion de
defensa del huésped, lo que tendria accion contra fitopatdgenos bacterianos y
fungicos, protagonistas de graves enfermedades en cultivos agricolas,
otorgandoles la capacidad de un potencial uso como ACB (Alvarez-Sieiro et al.

2016, Gajbhiye & Kapadnis 2016).

1.8.3. Rol como agentes de control biolégico (ACB) en la agricultura y

mecanismos antagonicos.

Como se mencioné anteriormente uno de los principales mecanismos de accion
antimicrobiano identificados para potenciales antagonistas sobre patdgenos en
plantas, son de tipo directo e indirecto, en base a antibiosis y RSI
respectivamente (Andrew 1992, Helman & Chernin 2015, Raymaekers et al.
2020). Los compuestos antimicrobianos principales identificados en BAL,
incluyen, acidos organicos (acido lactico, acético, citrico, malico y fumarico),
peréxido de hidrogeno, etanol, CO2, bacteriocinas, sustancias inhibidoras
similares a las bacteriocinas y otros metabolitos con importante actividad
antagonica contra patogenos de tipo bacteriano y fungico, siendo la produccion
de acidos organicos (acido lactico y acético) el principal mecanismo de control
(Mani-Lopez et al. 2022, Ouwehand & Vesterlund 2004). Dada esta gran
diversidad de compuestos encontrados en el sobrenadante de BAL, la

contribucion individual de cada uno de ellos, ademas de sus mecanismos de
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accion, han sido dificiles de comprender, debido a los posibles efectos aditivos y
sinérgicos entre ellos (Siedler et al. 2019, Stoyanova et al. 2012, Gupta &
Srivastava 2014). La RSI en cambio, tiene relacion con la capacidad defensiva y
resistencia contra una gran variedad de patdgenos por parte de la planta,
identificAndose en algunos estudios que la accion de BAL, puede potenciar la
actividad de enzimas como fenilalanina amonio liasa (PAL), peroxidasa (POX) y
polifenol oxidasa (PPO) por parte de la planta, y que estarian relacionadas con
la sintesis de compuestos fenélicos con actividad antimicrobiana, reduciendo la
enfermedad sobre un 50% (Chen et al. 2000, Konappa et al. 2016). Por otro lado,
ademas de la actividad antibacteriana, BAL posee accion antifungica contra un
amplio espectro de hongos, el cual no solo se limita a inhibir su crecimiento, sino
gue algunas cepas BAL, ademas, interactian con las micotoxinas fungicas, lo
gue provoca su inactivacion o eliminacion a través de la union a la pared celular
(Ahlberg et al. 2015, Blagojev et al. 2012).

Esta capacidad ha permitido el amplio uso de estas bacterias en la agricultura,
cuyo rubro se ha visto importantemente afectado desde el afio 2015 por efectos
del cambio climéatico y presencia de plagas, esta ultima segun la FAO es
responsable de un 40% de pérdidas anuales a nivel mundial, constituyendo una
real amenaza para la continuidad en la disponibilidad de recursos indispensables
para el ser humano, siendo fundamental dar soluciones eficientes a ello
(Holtappels et al. 2021). Dado esto, numerosas investigaciones en base al uso

de BAL se han llevado a cabo como una prometedora alternativa efectiva y
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segura para enfrentar enfermedades fitopatégenas, disminuyendo asi el uso de

agroquimicos.

Shrestha, et al. (2014), estudiaron la eficacia de tres cepas BAL, contra el
patdogeno de la mancha bacteriana X. campestris pv. vesicatoria en Capsicum
annuum L. var. annuum (pimiento). Los resultados mostraron que las tres cepas
tuvieron una alta capacidad antagonica in vitro con halos de inhibicion mayores a
los 10 mm. En condiciones de invernadero la mejor cepa redujo en un 73.9% la
enfermedad y en campo lo hizo en un 94.5%, mientras que las demas tuvieron un
desemperio sobre el 50 y 70 % de reduccién de la enfermedad en invernadero y
campo respectivamente.

Daranas et al. (2018), analizaron 55 cepas BAL para evaluar el efecto antagénico
tanto in vitro como in vivo en condiciones de invernadero, vivero y campo, frente
a los fitopatégenos Pseudomonas syringae pv. actinidiae (Psa) que afecta al Kiwi,
Xanthomonas arboricola pv. pruni (Xap) en almendro y Xanthomonas fragariae
(Xf) en fresa. Los resultados in vitro demostraron que Lactobacillus plantarum
cepas CC100, PM411 y TC92, y Leuconostoc mesenteroides CM160 y CM209,
generaron halos de inhibicibn mayor a 10 mm en los tres patégenos, atribuyendo
su efecto antagodnico a la accion de acidos organicos. En condiciones controladas
de invernadero, al evaluar la capacidad de estas cepas para prevenir la accion de
los patégenos, se demostré una alta eficacia, especificamente para las cepas de
L. plantarum las que redujeron consistentemente la enfermedad de los tres

patbgenos en sus respectivas plantas variando de 35.4 a 96.3%. En vivero,
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destaco la accion de la cepa PM411 que redujo de 63.6 a 75% la accion de Xf en
fresa y en cultivo comercial de kiwi, su accion redujo en 50.5% la aparicion de la
enfermedad.

Por otra parte, Zakaria et al. (2018), aislaron e identificaron especies de BAL de
bagre fermentado, identificando principalmente especies del género Lactobacillus,
de las cuales se determiné su actividad antifungica in vitro contra Sclerotium rolfsii,
patdogeno fungico presente en suelo de plantas de pimiento. Los resultados
mostraron que 4/9 aislados de L. plantarum tuvieron actividad inhibitoria de 60 a
64.7%, la que se asocid6 a la presencia de bacteriocinas, especificamente
proteinas de union a quitina.

Chen et al. (2020), realizaron evaluacion in vitro e in vivo de la actividad de
biocontrol de BAL endofitos, aislados de la fresa contra Botrytis cinerea, que causa
infeccion principalmente durante el almacenamiento post cosecha del fruto. Los
resultados in vitro mostraron que L. plantarum CM-3 redujo el crecimiento micelial
de B. cinérea de 55 a cerca del 80%, mientras que los ensayos in vivo demostraron
que a concentraciones de 1x10° UFC/ml de L. plantrum se redujo 75% la
presencia del hongo en estas plantaciones.

De Simone et al. (2021), identificaron a nivel molecular 300 cepas BAL
previamente aisladas de masa madre tradicional para luego evaluar su accién
antagonica in vitro e in vivo contra B. cinérea que afecta también a frutos de kiwi
durante el almacenamiento. Los resultados evidenciaron que el 2% de cepas BAL

pertenecientes a Lactiplantibacillus plantarum ejercieron un fuerte antagonismo
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contra el hongo con halos de inhibicion sobre los 10 mm en ensayos in vitro
ademas de identificar parcialmente que la inhibicion se debia a la presencia de
acido lactico presente en el sobrenadante libre de células, el que ademas
demostré un retraso del crecimiento del hongo de hasta un 80% a las 24 h, en
pruebas in vivo de kiwis infectados.

Estos estudios evidencian que BAL han sido un amplio foco de investigacion en
la agricultura. En la tabla 1 se incorporan otros reportes de BAL autéctonas

aisladas de cultivos agricolas y productos lacteos y su accion sobre fitopatdogenos.

Tabla 1. Otros estudios de BAL como agentes de biocontrol en la agricultura.

Especie BAL Cepa Aisladade Patogeno in Cultivo/ Mecanismo Referencia
vitro patégeno propuesto
Ln. PM456 B. cinerea,
mesenteroides Frutosy  monilina laxa,  Manzana/ Acidos  Trias et al.
o vegetales _ -
W.cibaria, TM128 Erwina P. expansum organicos y 2008b
E. mundtii, MC6 carotovora, peréxido de
L. plantarum X. hidrogeno
TC110 .
campestris,
Penicillium
expansum
L. plantarum AF1 - Aspergillus Frijol/ Péptidos Yang &
flavus. A. flavus Chang,
2010

A. fumigatus
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Lactobacillus - Productos F. oxysporum Tomate/ SAR/ Hamed et

spp. lacteos F.oxysporum metabolitos al. 2011
anti
fungicos
L. paracasei - - no realizado Tomate/ SAR Konappa et
Ralstonia al. 2016

solanacearum

-: desconocido

La capacidad antagonica de BAL esta determinada por mecanismos especificos,
los cuales aun no son comprendidos completamente (Gao et al. 2019). Se
considera que la produccion de metabolitos como los &cidos orgénicos son el
mecanismo mas importante por el cual BAL inhibe a patégenos microbianos
asociados a fitopatdgenos, las bacterias se inactivan gradualmente a medida que
el pH desciende (Guo et al. 2017). La teoria del &cido débil explicaria esta accion.
(Gao et al. 2019). Los &cidos débiles son lipofilicos cuando no se encuentran
disociados, lo que les permite ingresar en la célula bacteriana por medio de la
membrana plasmatica, descomponiéndose en iones y en consecuencia generan
la acidificacion del citoplasma. Esto trae como consecuencia una alteracién del
metabolismo al dafiar las enzimas, inhibir la sintesis de proteinas, destruir el
material genético, interrumpir la absorcion de nutrientes y dafiar la subestructura
y la funcién de la pared celular y membranas, ademas de generar una
acumulacion intracelular de aniones que aumentan la presibn osmoética
intracelular, el cual es un determinante importante en la accion antibacteriana de

los acidos organicos (Li et al. 2014, Zhang et al. 2011). Se destaca que tanto el
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acido acético y propiénico generados por la via heterofermentativa, son mas
efectivos que el acido lactico dado los altos valores del logaritmo negativo de la
constante de disociacion acida (pKa), donde el acido lactico presenta un valor de
3.08, el acido propionico 4.87 y acido acético 4.75, permitiéndole a estos ultimos
un mayor efecto contra hongos, levaduras y bacterias (Yang, 2000). En el caso
del dioxido de carbono (CO2), se desconoce su mecanismo de accion
antimicrobiano, sin embargo, se ha identificado que puede crear un ambiente
anaerobio, el cual inhibe el proceso de descarboxilacion enzimatica y su
acumulacion en la bicapa lipidica de la membrana genera problemas de
permeabilidad. Concentraciones de 10 a 50% poseen efecto inhibitorio contra
bacterias y hongos (Yang 2000). Ver figura 4.

Por otra parte, como se observa en la figura 4 (B) y (C), BAL puede generar
también peroxido de hidrogeno (H202) en presencia de oxigeno y flavoproteina
oxidasa y dada la falta de catalasa, estas bacterias no pueden degradar el H20:2
gue se acumula, oxidando los lipidos y proteinas de la membrana de organismos
sensibles, como los del tipo psicrotrofos en alimentos. Su mecanismo no se
conoce lo suficiente, pero se ha observado que ademas tiene efecto sobre hongos
patdgenos, al igual que acidos grasos cuya actividad antifingica seria similar a la
de los detergentes, interrumpiendo la membrana celular, aumentando su
permeabilidad liberandose electrolitos y proteinas intracelulares de la célula

fungica provocando lisis de la célula (Gajbhiye & Kapadnis 2016).
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Figura 4. Mecanismos de compuestos inhibitorios de BAL. (A) Interferencia en el
gradiente de protones; (B) Desestabilizacion de la membrana celular; (C)
Produccion de especies reactivas de oxigeno. Tomado de Siedler et al. (2019).

Por otro lado, otro de los productos generados por BAL son las bacteriocinas,
polipéptidos con actividad antimicrobiana producidas tanto por bacterias Gram
positivas, negativas y Archaea durante la sintesis ribosomica (Gao et al. 2019).
Los genes implicados para su sintesis se organizan en grupos de operones y se
pueden ubicar en elementos como el cromosoma en asociacion con transposones
o en plasmidos (Deegan et al. 2006). El proceso biosintético y la cepa bacteriana
involucrados, son diferentes para cada bacteriocina, siendo para el caso de BAL
activas contras bacterias relacionadas filogenéticamente, sin embargo, existen
excepciones donde muchas de ellas presentan un espectro mas amplio, que
incluye actividad antimicrobiana contra bacterias mas distantes filogenéticamente

(Meade et al. 2020). Se caracterizan por sufrir modificaciones postraduccionales
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y mostrar sensibilidad por enzimas proteoliticas, especialmente a las proteasas
como pepsinas, tripsinas, lipasas y a-amilasas (Kaur & Nehra 2019, Voidarou et
al. 2020).

Hasta la fecha existen factores inexplorados en cuanto su produccion y célula
objetivo, destacandose ademas que no existe una clasificacibon comun vy
universalmente aceptada, sin embargo, se ha logrado hacer una clasificacion
especifica reciente para BAL, cuyo modo de accion esta relacionado con la
interaccion péptido-célula objetivo, siendo tres las principales clases (Alvarez-
Sieiro et al. 2016). La clase | consta de bacteriocinas de bajo peso molecular (<10
kD) que llevan una modificacion postraduccional caracterizada por la presencia de
aminoacidos (lantionina). Estas, presentan un modo de accién dual. Inhiben la
biosintesis de la pared celular bacteriana mediante la union al lipido Il, portador
hidrofobo de monoémeros de peptidoglicano desde el citoplasma hacia la pared
celular, provocando la inhibicion en la formacion de la misma y por lo tanto en la
viabilidad celular. Por otro lado, el lipido Il puede ser utilizado como molécula de
acoplamiento, permitiendo su inserciébn en la membrana con la consiguiente
formacion de poro en la membrana bacteriana (Pérez-Ramos et al. 2021). La clase
Il estd formada por otras cuatro bacteriocinas de bajo peso molecular (10 kD)
gue no presentan modificacion postraduccional. Se encuentran las de tipo
pediocina y no pediocina (clase lla y lld respectivamente), las cuales se unen a
subunidades MptC y MptD de la permeasa fosfotransferasa (Man-PTS). Su

insercidon en la membrana celular diana, conduce a una apertura irreversible de
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un canal intrinseco que conduce a una difusion de iones a través de la membrana
provocando la muerte de la célula diana (Bédard & Biron 2018). Las de clase Ilb
permeabilizan la membrana bacteriana y forman poros, los cuales tienen
especificidad por cationes monovalentes (K*, Na*, Li*, Rb* y Cs™). Las de tipo llc
presentan carga neta positiva, de manera que interactian directamente con la
membrana bacteriana cargada negativamente, sin la ayuda de moléculas
receptoras, formando poros que facilitan la salida de iones y disipacion del
potencial de membrana, conduciendo a la muerte celular (Mora-Villalobos et al.
2020, Gabrielsen et al. 2014). La clase lll, esta representada por bacteriocinas de
alto peso molecular (10kD) constituida principalmente por bacteriolisinas (llla),
gue catalizan la hidrolisis de la pared celular generando lisis celular, mientras que
las no liticas (Illb), presentan un mecanismo de accion que altera la captacion de
glucosa por las células, privandolas de fuentes de energia y alterando el potencial
de membrana, ademas de lograr translocarse al espacio intracelular inhibiendo la
biosintesis de proteinas junto a la replicacion del ADN (Pérez-Ramos et al. 2021,

Hernandez-Gonzélez et al. 2021, Mora-Villalobos et al. 2020). Ver figura 5.
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Figura 5. Modo de accion de bacteriocinas producidas por BAL. Las
bacteriocinas actiuan directamente sobre la membrana o bien a través de un
receptor especifico de la célula diana, formando poros en la membrana
bacteriana, lo que conduce a la muerte celular. Tomado de Herndndez-Gonzalez
et al. 2021.

Las bacteriocinas de clase IV se especifican por su estructura, la cual contiene
partes de lipidos o carbohidratos, como la leuconocina S o plantaricina S que
alteran la membrana celular bacteriana. Esta caracteristica estructural hace que
estas moléculas sean sensibles a varias enzimas, es decir, enzimas glucoliticas
o lipoliticas (Savadogo et al. 2006, Simons et al. 2020).

Los mecanismos descritos anteriormente, estan relacionados principalmente en
casos que bacterias de tipo Gram- positivas son el blanco, y existen solo unos
pocos estudios donde bacteriocinas desde bacterias Gram-positivas pueden
inhibir a las de tipo Gram-negativas como E. coli, evidenciandose en estos casos,

que el uso de altas concentraciones de bacteriocinas de tipo | (nisina), puede
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provocar la deformacion de la membrana celular, incluso en ausencia del receptor
especifico, lipido Il. En este mismo sentido existen informes donde se evidencia
la inhibicion por parte de bacteriocinas de tipo Il y lll hacia bacterias Gram-
negativas, pero no se han dilucidado los mecanismos involucrados (Venegas-
Ortega et al. 2019).

BAL también puede emplear enzimas secretoras, a través de mecanismos
enzimaticos capaces de hidrolizar toxinas tipo bacterianas, modificar receptores
de ellas e inhibir enfermedades que puedan causar (Alvarez-Olmos &
Oberhelman, 2001).

Para el caso de hongos, la accion de bacteriocinas y acidos de BAL también se
han evidenciado, sin embargo, el detalle de los mecanismos de accion
involucrados no esta bien esclarecido (Venegas-Ortega et al. 2019). Se ha
determinado que varias especies BAL modulan el entorno de crecimiento de los
hongos, afectando la capacidad de producir micotoxinas, reduciendo o
degradando su contenido, a través de conversiones metabdlicas, degradacion
guimica/enzimatica y procesos de adsorcion. Se destaca que este Ultimo, es uno
de los mecanismos mas comunes de eliminacién de micotoxinas por parte de BAL,
las que adsorben estos compuestos en los grupos funcionales de su pared celular
como proteinas, acido teicoico, acido lipoteicoico, polisacaridos o peptidoglicanos,
siendo estos ultimos los principales componentes de BAL para la eliminacién de
estos compuestos (figura 6). Esto, esta influenciado ademas por tipos y nimero

se sitio de union presentes en la pared, condiciones ambientales, propiedades
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fisicoquimicas y procesos de mutagénesis/manipulacion genética o mediante la
suplementacién de algunos compuestos que promueven la union de estas

micotoxinas a BAL (Sadiq et al. 2019, De Ambrosini et al. 1996).

D’
W o

Aflatoxin B1

Figura 6. Diferentes interacciones de aflatoxina B1 (AFB1) y los componentes de
la pared celular de BAL. AFB1 interactia con estructuras bacterianas de
peptidoglicano, acido teicoico de la superficie celular y proteinas. También puede
unirse a los B-D glucanos de la pared celular bacteriana mediante enlaces de
hidrogeno e interacciones de Van der Waals. Tomado de Sadiq et al. 2019.

La diferencia en los mecanismos antimicrobianos mencionados en BAL
anteriormente, se atribuyen a la diversidad en la expresion génica o en estructuras
moleculares presentes en las cepas lacticas estudiadas, lo que resulta en
diferencias en la tolerancia a acidos organicos, H20:2y sensibilidad a bacteriocinas

en la célula blanco (Gao et al. 2019, Sadig et al. 2019).
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En la presente investigacion se trabajara con bacterias acido lacticas aisladas de
distintos nichos naturales, por lo tanto, en base a los antecedentes expuestos
surgen algunas interrogantes, ¢Poseen cepas BAL autéctonas, aisladas de
insectos y plantas, actividad antagonica in vitro e in vivo frente a Xanthomonas
arboricola pv juglandis y Diplodia mutila asociadas al nogal?, ¢Poseen los acidos
organicos de cepas BAL, mejores indices de accidn antagdnica frente a
Xanthomonas arboricola pv juglandis y Diplodia mutila respecto a otros

metabolitos ensayados?
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2. HIPOTESIS

1. Cepas BAL autéctonas aisladas de insectos y plantas poseen actividad
antagonica in vitro e in vivo frente a Xanthomonas arboricola pv. juglandis

y Diplodia mutila de nogal.

2. La accion antagonica que presentan cepas BAL frente a estos patégenos
esta relacionada a la presencia principal de acidos organicos de estos

microorganismos.
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3. OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar las propiedades antagonicas de cepas BAL in vitro e in vivo hacia
Xanthomonas arboricola pv. juglandis y Diplodia mutila de nogal, relacionando los

hallazgos con los compuestos antimicrobianos pesquisados.

Objetivos especificos

1. Determinar la actividad antaglnica in vitro de cepas BAL contra

Xanthomonas arboricola pv. juglandis y Diplodia mutila.

2. ldentificar un perfil de metabolitos de cepas BAL seleccionadas con
propiedades antagonicas in vitro hacia los patogenos de nogal

investigados.

3. Determinar la eficacia de biocontrol in vivo de cepas BAL seleccionadas,
segun respuesta in vitro para inhibir Xanthomonas arboricola pv. juglandis

y Diplodia mutila en frutos de nogal.

45



4. MATERIALES Y METODOS

4.1. Materiales

4.1.1 Microorganismos

Las cepas BAL que se probaron en esta investigacion, se muestran en la tabla 2.
Estas fueron facilitadas por el equipo de trabajo del laboratorio de Bioprocesos

de la Universidad de Concepcion.

Tabla 2. Especies BAL que se ensayaron en la investigacion

Especie Cepa Origen
Weisella sp. DSM33455 Planta de papa
Weisella sp. DSM33454 Lombriz de tierra
Pediococcus acidilactici DSM32954 Abeja
Lactobacillus kunkeii DSM32669 Abeja

Colonias de una de las especies, especificamente de P. acidilactici y Weisella sp

(aislada de lombriz), se muestra en figura 7.
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Figura 7. Colonias de BAL. En A. colonias de P. acidilactici en medio MRS. En
B. colonias de Weisella sp en medio MRS. Fuente propia.

Fitopatdgenos bacterianos y fungicos de nogal; Xaj y D. mutila respectivamente,
fueron facilitados por el laboratorio de Fitopatologia de la Universidad de
Concepcion, sede Chillan, como microrganismos objetivos en las pruebas de
antagonismo in vitro y en los ensayos de eficacia de biocontrol in vivo (Figura 8
A y B). Estos fueron obtenidos desde muestras de nogal, cuya presencia se
confirmd molecularmente. En el caso de Xaj, se realizd6 por medio de la
amplificacion del ADNr 16S utilizando los partidores 27F y 1492R (Kim et al.
2021). Mientras que para D. mutila, la amplificacion del gen de la subunidad 2 de
ITS1-5.8S-ITS2 y B-tubulina, se realizo utilizando los partidores ITS1/ITS4 y Bt2a

y Bt2b, respectivamente (Besoain et al. 2017).
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Figura 8. Colonias fitopatdgeno bacteriano y fungico. En A, colonias de Xaj
crecida en agar Luria Bertani (LB). En B, colonia D. mutila crecida en agar papa
dextrosa (APD). Fuente propia.

4.1.2. Medios de activacion y cultivo

4.1.2.1 De Man, Rogosay Sharpe (MRS)

Medio utilizado para la activacioén y crecimiento de cada una de las cepas lacticas
evaluadas. Se utilizo para evaluar su potencial de inhibicion contra fitopatogenos,

en ensayos in vitro e in vivo. En la siguiente tabla se informa su composicion.
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Tabla 3. Composicion de MRS

Concentracién (g/L)

Extracto de carne

Extracto de levadura
Peptona de caseina
Acetato de sodio

D (+)-glucosa

Dipotasio hidrogeno fosfato
Diamonio hidrogeno citrato
Sulfato de magnesio
Sulfato de manganeso
Agar-agar

Tween 80

10

5

10

5

20

2

2
0,2
0,04
17,5 (ensayos antagonismo)
1

4.1.2.2 Medio lactosuero

Medio utilizado para la activacion y crecimiento de cada una de las cepas lacticas

evaluadas. Se utilizo para evaluar su potencial de inhibicion contra fitopatdbgenos

en ensayos in vitro e in vivo. Este medio de cultivo esta enriquecido con peptona,

extracto de levadura y minerales. Desarrollado en un proyecto FONDEF patente

N°1940-2005.

4.1.2.3 LAPTgQ

Medio empleado para la activacion y crecimiento de cada una de las cepas

lacticas. Se utilizo para evaluar su potencial de inhibicion contra fitopatdgenos en

ensayos in vitro y produccién de compuestos inhibitorios.



Tabla 4. Composicion LAPTg

Concentracién (g/L)

Peptona de caseina 10

Peptona de carne 15

Extracto de levadura 10

D (+)-glucosa 10

Tween 80 1mL

Agar-agar 17,5 (ensayos antagonismo)

4.1.2.4. Luria Bertani (LB)

Medio empleado para el crecimiento de la bacteria patégena Xaj. Utilizado para

ensayos in vitro e in vivo.

Tabla 5. Composicion LB

Concentracion (g/L)

Triptona 10

Cloruro de sodio 10

Extracto de levadura 5

Agar-agar 17,5 (ensayos antagonismo)

4.1.2.5 Potato Dextrose Agar (PDA)

Medio empleado para el crecimiento de hongo fitopatégeno D. mutila. Utilizado

en ensayos in vitro e in vivo.
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Tabla 6. Composicion PDA

Concentracién (g/L)

Extracto de papa
Dextrosa

Agar

4
20
15

4.1.2.6 Otras sustancias y reactivos

Tabla 7. Lista de sustancias y reactivos utilizados en los experimentos

Sustancia Proveedor Sustancia Proveedor
Acetato de sodio Merck Peptona de caseina Merck
Agar Merck Potasio dihidrégeno fosfato  Merck
Hipoclorito de sodio Clorinda Suero fisioldgico Merck
a-amilasa Sigma Sulfato de magnesio Merck
Caldo MRS Merck Sulfato de manganeso Merck
Caldo LB Difco Sulfito de sodio Merck
Cloruro de sodio Merck Tween 80 Merck
D-glucosa Merck Suero de queso Lactin
Diamonio hidrogeno citrato Merck PDA Difco
Extracto de levadura Merck Pepsina Arquimed
Hidréxido de sodio Merck Peptona de carne Merck
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4.1.2.7 Equipos e instrumentos

Tabla 8. Lista de equipos e instrumentos implementados en experimentos.

Equipo Marca /Modelo/ Pais Caracteristicas
Autoclave MRC / UTKBS-50LV / Israel Acero inoxidable.
Bloqueo de seguridad
de presion.
Espectrofotémetro Unico/ S-2150/ EE.UU

Estufa incubadora
Estufa incubadora con

agitacion

Campana de flujo

laminar

Campana de flujo

laminar

pH metro

Vortex

Balanza analitica

Agitador

Centrifuga refrigerada

Thermo/ Heraeus B12/ Alemania

WISD / WIS-30/ Corea

Thermo/ Forma Il A2 1285/ EE.UU

ESCO/ Airstream Horizontal Laminar

Flow Cabinet / Singapur

OAKTON/ pH lon 510/ Singapur

Vortex Mixer/ VM 300/ Taiwan

Precisa/ XB 220A/ Suiza

Wisd/ SHO-2D / Corea

Sigma/ 2-16 PK / Alemania
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Con ventilacion

Acero inoxidable.
Velocidad max. 250

rpm.

Sensibilidad de 0.0001
g. Max. 220 g

Capacidad de 4 tubos de
120 mL, o 16 tubos de
15 mL, o 4 tubos Falcon
de 50 ml. Velocidad
maxima hasta 15300

rpm.



Centrifuga Labofuge Ae / Heraeus Sepatech 2502 /

Alemania
Camara ambiental de Thermo/ Lab line-Barnstead 685A/ Humedad de 10-95%.
humedad EE.UU Temperatura; 5-60°C
Filtros de membrana Advantec / Dismic 25as / Japén Poro de 0,20 um
hidrofilica
Jeringas Nipro/  /Japdn
Bisturis HTI Brand/ 271-100BLD22/ EE.UU

4.1.2.8 Material vegetal

Se utilizaron 400 frutos de nuez de temporada en estado inmaduro,
aparentemente sanos, en periodo de primeras cosechas. Estos frutos fueron
obtenidos desde un huerto particular de nocedales variedad Chandler, ubicado

en la comuna de Quillon, Region de Nuble.

4.2. Metodologias

4.2.1. Crecimiento cepas BAL

Para el crecimiento de cada una de las especies BAL evaluadas en esta
investigacion, se siguieron cuatro pasos especificos que se describen en el
esquema a continuacion. Posteriormente se ofrece un detalle de cada una de las

actividades del trabajo experimental.
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2. Preparacion

1 ) 4. Cultivo cepa
medio de cultivo

3. Preparacion
inoculo

Figura 9. Representacion esquematica de los cuatro pasos especificos para el
crecimiento de cepas BAL.

4.2.1.1 Activacion

Cada una de las cepas se encuentran almacenadas a -20 °C en leche
descremada (0,1 g/mL), extracto de levadura (0,005g/mL), glucosa (0,01g/mL).
Desde esta, se traspasaron 100 ul de cada cepa a tubos con 4 mL de medio
MRS, lactosuero o LAPT(g estéril segun corresponda, llevando a la estufa a 32.5
°C durante 24 h sin agitacion.

Cumplido el tiempo se realiza un nuevo traspaso de 100 uL del tubo anterior a un
nuevo tubo con 4 ml de los medios antes mencionados, llevando a la estufa a
32,5 °C durante 12 h (P. acidilactici y cepas de Weisella sp.). Para el caso de L.
kunkeei, el proceso de activacion es mas lento, requiriendo 24 h en vez de 12 h,

tras el segundo traspaso.
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4.2.1.2. Preparacion medio de cultivo

Como se menciono anteriormente se probaron tres medios de cultivo diferentes,
cuya preparacion fue realizada de acuerdo a la composicion descrita

anteriormente para luego ser esterilizados en autoclave a 121°C por 15 minutos.

4.2.1.3. Preparacion indéculo

Cada uno de los tubos con la cepa activada se centrifugaron a 5000 rpm por 10
min. Posteriormente se eliminé el sobrenadante y el pellet obtenido se
resuspendié en 500 uL de suero fisiolégico (NaCl). Desde ésta, se tomaron 40
uL aproximadamente y se traspasan a un tubo con 4 mL de suero fisiol6gico
estéril de manera de alcanzar una densidad 6ptica a 625 nm (DOe2s) entre 0,5-
0,6 unidades de absorbancia, lo cual genera un inéculo ~10° UFC/mL,

concentracion que fue utilizada para ensayos in vitro.

4.2.1.4. Cultivo cepas

Una vez esterilizados los medios de cultivo, estos son inoculados con 350 uL de
in6culo por cada 200 mL de medio de cultivo (MRS, LAPT(g, lactosuero) el que

luego es llevado a estufa a 32.5°C en agitacion constante durante 15-16 h.
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4.2.2. Condiciones de crecimiento e inoculo de fitopatogenos

4.2.2.1 Xanthomonas arboricola pv. juglandis

El crecimiento de Xaj se realiz6 en placas de agar LB durante 48 h a 25+2 °C.
Una vez crecidas las colonias, se transfirio un pequefio trozo de células a 20 mL
de caldo LB, el cual fue mantenido 15-16 h a la misma temperatura en agitacion
a 200 rpm (Sagawa et al. 2020).

El cultivo de 15-16 h fue centrifugado a 5000 rpm por 10 min. Posteriormente se
descarto el sobrenadante y el pellet obtenido se resuspendié en 300 uL de suero
fisiologico. Desde ésta, se tomaron 50 uL y se traspasaron a un tubo con 4 mL
de suero fisiolégico estéril de manera de alcanzar una DOsoo entre 0,5-0,6
unidades de absorbancia, lo que genera un inéculo de ~10%8 UFC/mL,

concentracion utilizada para ensayo in vitro como in vivo (Sagawa et al. 2020).

4.2.2.2 Diplodia mutila

El hongo fitopatogeno se sembré en medio PDA durante 5-7 dias a 25+2°C (Diaz
et al. 2018).

Pasado los dias de crecimiento, se utilizé6 como inéculo un fragmento o discos de
micelio, extraido con la ayuda de una punta de micropipeta y bisturi estéril, cuyas
medidas fueron de ~ 5 mm de didmetro, tanto para ensayos in vitro como in vivo

(Sohrabi et al. 2020, Diaz et al. 2018).
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4.2.3 Actividad antimicrobiana in vitro

La actividad antagénica de las cuatro cepas BAL se ensayo in vitro contra Xaj y
D. mutila. Los experimentos se realizaron por triplicado, evaluando la actividad a
través de tres métodos en el caso de Xaj; Difusion en agar, Difusion en pocillo y
Dilucion en caldo (Daranas et al. 2018, Arena et al. 2016). En cada uno de los
meétodos de difusion, se evalud el cultivo directo, pellet y SLC de cada BAL
ademas de tres medios de cultivo en el que se hicieron crecer, MRS, lactosuero
y LAPTg. Mientras que para D. mutila, se evaluaron los mismos métodos de
difusién, ademas de método similar a cultivo dual (Chen et al. 2016).

Para cada uno de los ensayos mencionados se elaboraron tablas resumen con

los resultados estadisticos obtenidos.

4.2.3.1 Difusién en agar con discos

Xaj se cultivo durante 16 h en caldo LB a 25£2°C y se ajustdé a una concentracion
de 108 UFC/mL (Sagawa et al. 2020). Posteriormente se sembrd
homogéneamente sobre agar LB y luego se dispusieron discos de agar (5 mm)
de cepas BAL crecidas en MRS, LAPTg o lactosuero por 24 h. Se incluyeron
discos de agar de los medios antes mencionados sin crecimiento de cepas BAL
como control. Luego, se incubaron las placas entre 24-48 h a 25+2°C para luego
medir el diametro de los halos de inhibicion formados (mm) indicativos de

bioactividad (Daranas et al. 2018).
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4.2.3.2 Difusion en pocillo

Xaj se cultivo durante 16 h en caldo LB a 25+2°C y se ajusté a una concentracion
de 108 UFC/mL (Sagawa et al. 2020). Posteriormente se sembrd
homogéneamente sobre agar LB donde se realizaron tres pocillos con un
sacabocado estéril, en los cuales fue evaluado el SLC, pellet y cultivo directo de
cada una de las cepas BAL, crecidas en los tres medios de cultivos mencionados
(120 ul en cada pocillo). Una vez transcurrido el tiempo de crecimiento (punto
4.2.1.4), se obtiene el cultivo directo. Para la obtencién del SLC, los cultivos
fueron centrifugados (5000 rpm, por 10 min, a 4°C). Este fue recuperado y
esterilizado por medio de filtros de membrana hidrofilica de 0,20 um (Dismic-25as
Mixed cellulose Ester, Advantec, Tokyo, Japon). Mientras que el pellet obtenido,
para la concentracion de las bacterias lacticas fue resuspendido en suero
fisiologico en razén de 1:1 a objeto de mantener la misma concentracion de
bacterias/mL inicial. Se incluyeron pocillos inoculados con agua como control.
Luego, se incubaron las placas entre 24-48 h a 25+2°C para luego medir el
diametro de los halos de inhibicion en mm formados alrededor del pocillo (Arena

et al. 2016).

4.2.3.3. Dilucién en caldo

Xaj se cultivo durante 16 h en caldo LB a 25+2°C y se ajustd a una concentracion

de 108 UFC/mL (Sagawa et al. 2020). Esta concentracion fue inoculada en tubos
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de espectrofotdmetro junto a un volumen igual de SLC, filtrado y esterilizado de
cada cepa lactica crecida en los tres medios de cultivos probados. Cada una de
los SLC se diluyeron en solucion fisiolégica (NaCl 8,5 g/L) y se usaron en
diferentes concentraciones, es decir, 5%, 10%, 25%, 40%, 50%, 75% y 100% (sin
diluir), en el volumen final (4 mL), con el fin de determinar la concentracion
minima de SLC, capaz de inhibir el crecimiento del patdgeno. Los tubos fueron
incubados a 25+2°C durante 24 h y se evaluaron midiendo posteriormente a una
DOsoo. El ensayo fue realizado por triplicado (Arena et al. 2016).

La actividad antimicrobiana se determin6 de acuerdo a la reduccion logaritmica
gue generd la minima dilucién contra el patégeno, expresada en UFC/ml en

comparacion al control (Arena et al. 2016).

4.2.3.4. Cultivo dual

La actividad antifungica de cepas BAL contra D. mutila, fue realizada a través de
técnica similar a cultivo dual. Se analizo la accion de cultivo directo y pellet de
cepas BAL crecidas en los tres medios de cultivo evaluados. Para esto, se
utilizaron 100 uL del contenido, el cual fue sembrado homogéneamente sobre
placas de PDA, para luego disponer en el centro de la placa un disco de micelio
fungico de crecimiento activo de 5 mm. Los didmetros de la colonia del hongo se
midieron después de 7 dias de incubacion a 25+2°C (Diaz et al. 2018). El ensayo

fue realizado por triplicado, realizando tres experimentos independientes. La
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actividad antifungica se calcul6 midiendo el diametro (cm) de la colonia fangica
en relacion al control, el cual no tenia accion alguna de cepas BAL (Chen et al.

2016)

4.2.4. Perfil de metabolitos

El perfil de metabolitos fue realizado para aquellos SLC de cepas BAL que
evidenciaron actividad antagénica contra los fitopatdgenos a través de métodos
antes mencionados.

Luego, para conocer la naturaleza quimica de las sustancias potencialmente
inhibidoras secretadas por cada cepa BAL, los SLC filtrados fueron sometidos a
distintos tratamientos de neutralizacion y de tipo enzimatico; a) Neutralizacion del
SLC con 1mol/L de NaOH (pH:6.0), a objeto de excluir que la inhibicion fue debida
a la produccion de acidos organicos. Esto fue antecedido por la medicion de pH
sin ajustar, de cada SLC.

Luego, para excluir la acciéon antimicrobiana de bacteriocinas, el SLC
neutralizado fue expuesto durante 1h a 37°C a la accion de diferentes proteasas
como; b) proteinasa K, c) pepsina y d) a-amilasa. Todas a una concentracion final
de 0,1 mg/mL del sobrenadante (Arenas et al. 2016, Daranas et al. 2018,
Voidarou et al. 2020). Por otro lado, para excluir la accion antimicrobiana del
peréxido de hidrogeno e) fue utilizado sulfito de sodio (Na:2SOs), a una

concentracion final de 0,1 mg/mL del sobrenadante (Cornacchione et al. 2019).

60



Como control se utilizo el SLC sin la accion de ninguno de los tratamientos antes
mencionados.

El ensayo fue realizado por triplicado y los resultados fueron expresados en base
a presencia de la zona de inhibicion (+) y ausencia de la zona de inhibicion (-),
las que fueron representadas por la presencia de un halo nitido y ausencia de

halo respectivamente (Voidarou et al. 2020, Del Campo et al. 2008).

4.2.5. Ensayos de eficacia de biocontrol in vivo

Las mejores especies BAL que evidenciaron accion antimicrobiana contra
fitopatdgenos en ensayos in vitro, fueron utilizados para analisis en frutos de
nogal. Estos, inmaduros y asintomaéticos, fueron lavados con agua destilada
estéril (ADE), para eliminar cualquier tipo de suciedad, seguido de una
desinfeccién superficial en base a hipoclorito de sodio al 5% de ingrediente activo
(i.a) durante 5 min, para luego ser nuevamente lavados con ADE y secados a
temperatura ambiente antes del proceso de inoculacion (Moya et al. 2018,
Ozaktan et al. 2012).

El ensayo constd de tratamientos preventivos como curativos para ambos
fitopatdgenos, por un lado, en base a la aplicaciéon del pellet de cepas BAL
desarrolladas en medio MRS (punto 4.2.1.3) y por otro, la aplicacién del pellet de
cepas BAL o probiotticas, liofilizadas, basadas en medio lactosuero (1 g/L)

desarrollado en laboratorio, con objeto de simular la aplicacién de estas bacterias
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en campo, con una tecnologia ya desarrollada. En ambos casos se obtuvo una
concentracion ~10” UFC/mL. El ensayo se realizé por duplicado con 5 frutos, para
cada una de las cepas probibdticas, tipo de tratamiento y técnica utilizada,
implementando un total de 400 frutos. Considerando perforaciones por triplicado
en cada fruto, se analizé un total de 1.241 datos en el caso del hongo, y 1.405
datos para el caso de Xaj, no considerando mediciones de frutos completamente
necrosados.

Los resultados se analizaron en base a la evolucion de la enfermedad (bacteriana
y fungica) a través de mediciones de diametro de infeccién en frutos (cm), durante
los dias 5, 7, 14 y 21. Tal evolucion se analizd en base a la combinacién de los
tratamientos, preventivos y curativos, combinados con dos tipos de técnicas
(MRS vy liofilizado) y cepas lacticas seleccionadas. También se analizé la
evolucion de grupos de control (frutos tratados con agua), por tipo de tratamiento,
técnica y fitopatdgenos analizado (Sagawa et al. 2020, Kim et al. 2021, Gusella
et al. 2020, Mewa-Ngongang et al. 2021).

En los resultados se incluyen tablas resumen de las graficas estadisticas. A
continuacion, un esquema de tratamientos aplicados y luego un detalle de cada

una de las actividades del trabajo experimental (figura 10).
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Figura 10. Representacion esquematica de ensayo de biocontrol in vivo en base
a frutos de nogal.

4.2.5.1. Tratamiento preventivo

Este tratamiento se realizé posterior a la desinfeccién de los frutos, los que se
dividieron en dos grupos. En el primer grupo de frutos fue aplicado diariamente
durante cinco dias, cepas probitticas liofilizadas en forma de aspersion,
cubriendo el fruto completo, con la ayuda de pulverizadores estériles. Al sexto
dia (24 h después), fueron inoculados los fitopatbgenos en perforaciones (3)
generadas en los frutos, de aproximadamente 5 mm de diametro y 3 mm de
profundidad con la ayuda de puntas de micropipetas estriles. Para el caso de Xaj
se inocularon en cada perforacién, 30 uL de una concentraciéon de 108 UFC/mL
utilizando una micropipeta. En el caso de D. mutila se inocularon discos de agar
de las mismas dimensiones antes mencionadas (Daranas et al. 2018, Mewa-

Ngongang et al. 2021, Diaz et al. 2018).
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En el segundo grupo de frutos, se realizaron perforaciones en ellos con las
dimensiones antes mencionadas para luego inocularlas con 30 ul de bacterias
lacticas en MRS, con la ayuda de una micropipeta. Pasado una hora se
inocularon los fitopatdégenos de la manera anteriormente mencionada (Daranas
et al. 2018, Ozaktan et al. 2012).

A continuacion, los frutos fueron puestos en bandejas de plumavit cubiertas con
bolsas plasticas, a objeto de alcanzar condiciones de alta humedad relativa (HR),
y a temperatura de 25+2°C al interior de una camara climatica (Daranas et al.

2018, Ozaktan et al. 2012).

4.2.5.2 Tratamiento curativo

En este tratamiento los frutos fueron inoculados en una primera instancia por la
accion de ambos fitopatdégenos, con la metodologia antes mencionadas. A
continuacioén, en ambos grupos de frutos fueron aplicados la aspersion con cepas
probioticas y la inoculacion de estas mismas cepas crecidas en MRS.

A continuacion, los frutos fueron puestos en bandejas de plumavit cubiertas con
bolsas plasticas, a objeto de alcanzar condiciones de alta humedad relativa (HR),
y a temperatura de 25+2°C al interior de una camara climatica (Daranas et al.

2018, Ozaktan et al. 2012).
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4.2.6. Disefio experimental y analisis de datos

El analisis de datos de esta investigacion, se realizé a través de Software R
version 4.10, donde fueron adoptados un conjunto de modelos estadisticos (R
core Team. 2021). Para todos los analisis se adopté un nivel de significancia
estadistica de 5% (0=0,05). Para las comparaciones, la prueba adoptada fue la
clase de modelos lineales mixto (Linear Mixed Model, LMM), considerando como
efectos fijos las variables; especie lactica, medio de cultivo, o dilucién (ensayo in
vitro), como variables explicativas a la variable respuesta en la concentracion de
agentes patdgenos, considerando como caracteristicas individuales las especies
lacticas (variable latente del intercepto). Para los ensayos in vivo, se adopté el
modelo aditivo generalizado (Generalized additive model, GAM), para el analisis
de inferencias que combina similares variables fijas como especie lactica,
tratamiento, técnica y sus interacciones con la variable tiempo, pero con una
flexibilidad mayor en acomodar variables non-lineales como el nivel de

concentraciones de agentes patégenos.
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5. RESULTADOS

5.1. Actividad antagoénica in vitro

5.1.1 Métodos de difusion en agar

Se evalud la capacidad antagonica de cuatro especies BAL crecidas en los
medios MRS, suero y LAPTg contra Xaj a través de cuatro métodos de difusion.
Los resultados de nuestra investigacion evidenciaron que, en el método de
difusién a través de discos de agar, al evaluar los tres medios de cultivo y
especies BAL, la inhibicién generada supero los 5 mm, destacando a los medios
en base a lactosuero y MRS, sin embargo, no existieron diferencias significativas
entre ellas (figura 11A). La especie P.acidilactici desarrollada en medio en base
a lactosuero, destaca aunque no de manera significativa, con halos de inhibicién
gue fluctuaron entre los 15-17 mm, seguida de su crecimiento en MRS entre 10-
12 mm (figura 12A y B). Se observa también, a pesar de no existir significancia,
gue Weisella sp. también desarrollado en lactosuero y MRS, gener6 altos valores
de inhibicién entre los 10-15 mm y 9-12 mm respectivamente (figura 12C y D),

ademas de L. kunkeei en MRS con una actividad entre 10-13 mm (figura 12E).
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Figura 11. Actividad antibacteriana de especies BAL contra Xaj, a través de
cuatro métodos de difusion. En A, resultados por métodos de difusion con discos
de agar. En B, C y D, difusion en pocillo implementando, cultivo directo, pellet y
sobrenadante de cepas lacticas respectivamente, desarrolladas en tres medios
de cultivo distintos. Los cuadros, muestran rangos intercuartilicos en los que se
distribuye la zona de inhibicion (mm) y las barras | representan los valores mas
altos y mas bajos.
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Figura 12. Halos de inhibicion contra Xaj obtenidos a través de método de
difusion con discos de agar de MRS y lactosuero de especies BAL. En Ay B,
discos de P. acidilactici en suero y MRS respectivamente. En C y D, una de las
cepas de Weisella sp. en suero y MRS respectivamente. En E L. kuneei en MRS.

Por otro lado, el método de difusién en pocillo, al igual que el método anterior no
genero diferencias significativas entre especies BAL y medio de cultivo, sin
embargo, se destacan algunas observaciones. En primer lugar, para el cultivo
directo y el pellet de bacterias lacticas, los halos de inhibicion fluctuaron entre los
5-10 mm para las cuatro bacterias en los tres medios de cultivos, destacando
principalmente a MRS, seguida de lactosuero (figura 11B y C). Sin embargo, para
el SLC, se observo un leve aumento de la inhibicion al utilizar medio LAPTg,

especificamente para P. acidilactici, con halos de inhibiciéon que fluctuaron entre
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los 10-15 mm. Le sigue una de las cepas de Weisella. sp, en LAPTg, con halos
de inhibicién entre los 9- 11 mm, sin embargo, no fue significativa (figura 11D).
Los resultados del SLC, se evidencian en fotografias en placa a continuacion

(Figura 13 Ay B).

Figura 13. Halos de inhibicion contra Xaj, obtenidos a través de método de
difusion en pocillo en base al SLC de LAPTg de especies BAL. En Ay B halos de
inhibicion generados por SLC de P. acidilactici y Weisella respectivamente.

A través de los cuatro métodos de difusion ya mostrados, principalmente en el
método con discos de agar, se logro evidenciar que las cuatro especies lacticas
generaron una alta inhibicién contra Xaj (inhibicion 210 mm, lactosuero y MRS).
Se destaca, aunque no de manera significativa a P. acidilactici desarrollada en
suero (discos agar) y en LAPTg (SLC) con halos que fueron =2 15 mm y 210 mm
respectivamente. En la tabla a continuacion, un resumen de estos resultados

(tabla 9).
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Tabla 9. Actividad inhibitoria de especies BAL contra Xaj. Los valores informados
corresponden a halos de inhibicion (mm) generados por bacterias lacticas en

cuatro métodos de difusion, evaluando tres medios de crecimiento distintos.

Halos de inhibicién (mm)

Especie BAL Discos de agar Pocillo
Pellet Cultivo directo SLC
M S L M S L M S L M S L
P. acidilactici 210 215 <10 <10 <10 <10 =10 <10 <10 =10 <10 =10
L. kunkeei 210 210 <10 =10 <10 <10 =10 <10 <10 <10 <10 <10
Weisella sp 210 210 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10
Weisella sp 210 210 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10 <10

M: MRS, S: Lactosuero L: LAPTg

5.1.2. Dilucién en caldo

En este ensayo se evaluaron distintas concentraciones del SLC de BAL bajo el

desarrollo de tres medios de cultivo, cuyo minimo fuera capaz de inhibir a Xaj.

Los resultados de esto, se muestran en el grafico a continuacion (figura 14).
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Figura 14. Absorbancia obtenida desde diluciones del SLC de especies BAL
sobre Xaj. Evaluado a través de una DOeoo. Las lineas de tendencia de los tres
medios de cultivo corresponden a la media (X) de las cuatro BAL, para cada
dilucion. En diluciones; 0=control, Xaj sin SLC, 1= 5%, 2= 10%, 3=25%, 4=40%,
5=50%, 6=75%, 7= Sin diluir, 100%.

Los resultados evidenciaron que el medio de cultivo LAPTg generd la mayor
inhibicion significativa contra Xaj, con una absorbancia que descendié de manera
importante ya desde la dilucién a un 5% para las cuatro cepas. Entre el medio
MRS y suero no existié diferencia significativa.

Especificamente, la dilucién del 40 % del SLC en LAPTg de P. acidilactici (figura

15), fue la minima concentracién que inhibi6 significativamente a Xaj, equivalente

71



a una absorbancia de 0,22 (datos no mostrados). La significancia de esta especie

en LAPTg se muestra en el anexo, tabla 18.
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Figura 15. Dilucion en caldo en medio LAPTg en base a distintas diluciones del
SLC de P. acidilactici. Las letras corresponden a diluciones del SLC. A: Control:
Xaj sin SLC, B= 5%, C=10%, D=25%, E=40%, F=50%, G=75%, H=Sin diluir,
100%.

La absorbancia obtenida desde la minima dilucion antes mencionada, fue
equivalente a 1x107 UFC/mL luego de realizar el conteo bacteriano. Lo que

equivale a la reduccién de una unidad logaritmica en comparacion al control,

equivalente a 1x108 UFC/mL (figura 16).
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Figura 16. Efecto antibacteriano del SLC de P.acidilactici sobre Xaj. En A=
control, Xaj sin la aplicacion de SLC, equivalente a una concentracién de 1x108
UFC/ml. En B=40% del SLC de P. acidilactici sobre Xaj equivalente a 1x10’
UFC/ml.

Los valores de absorbancia que permitieron determinar el mejor medio cultivo
que inhibié a Xaj en base a la minima concentraciéon del SLC de bacterias

lacticas, se muestra en el resumen de la tabla 10 a continuacion.

Tabla 10. Inhibicion de Xaj, en base a la absorbancia obtenida a partir de distintas
diluciones del SLC de especies BAL. Los valores informados corresponden a la
media (X) de la absorbancia de las cuatro bacterias lacticas para cada dilucion.

Absorbancia

Medio crecimiento BAL Diluciones del SLC de especies BAL
Control (Xaj) 1 2 3 4 5 6 7
MRS 0,60 0,38 0,36 034 029 029 0,31 0,32
Lactosuero 0,62 0,38 0,36 0,33 0,28 0,28 0,31 0,32
LAPTg 0,60 0,3 0,32 029 0,24 0,26 0,30 0,29

1:5% SLC, 2: 10% SLC, 3: 25% SLC, 4: 40% SLC, 5: 50%, 6: 75%, 7: 100%
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5.1.3 Cultivo dual

Para evaluar la accion de especies BAL contra D. mutila se utilizé un método
similar al cultivo dual en vista a que los métodos mencionados anteriormente para
Xaj, no fueron efectivos para el hongo, asi como tampoco la accién del SLC
(datos no mostrados).

Los resultados evidenciaron una significativa disminuciéon del didametro de la
colonia del hongo por parte de especies BAL. Especificamente el medio MRS,
fue el que generé menor diametro de colonia, tanto para cultivo directo como
pellet de las cuatro especies BAL, no existiendo diferencias significativas entre
ellas. Se observa que P. acidilactici y L. kunkeei redujeron el didmetro de la
colonia del hongo, no superando los 5 cm. Por otro lado, para el medio de cultivo
LAPTg todas las especies BAL generaron resultados estadisticamente
significantes al comparar el cultivo directo del pellet, siendo este ultimo el que
gener6 menores didmetros para las especies P. acidilactici y L. kunkeei, no
superando los 5,5 cm y 4 cm de diametro de colonia respectivamente en los tres
experimentos (figura 17). La significancia del pellet de ambas especies se

muestra en el anexo, tabla 19.
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Figura 17. Actividad antifungica de especies BAL contra D. mutila a traves de
método similar al cultivo dual. Se realizaron tres experimentos independientes en
el que se evalud el cultivo directo y pellet de especies BAL crecidas en tres
medios de cultivo diferentes. Los cuadros muestran rangos intercuartilicos en los
gue se distribuye el didmetro de colonia (cm) y las barras | representan los valores
mas altos y mas bajos.

Tal como ya se habia mencionado, las especies L. kunkeei y P. acidilactici fueron
las mejores especies lacticas inhibitorias contras el hongo. En el resumen de la
tabla 11, se muestra la inhibicion de estas dos cepas, luego de su crecimiento en

tres medios diferentes.
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Tabla 11. Reduccion del tamafio de colonia fungica generado por P. acidilactici y
L. kunkeei desarrolladas en tres medios de crecimiento. Los valores informados
corresponden al rango intercuartilico en cm correspondiente al tamafio de la
colonia del hongo. Se incluyen las tres replicas, y no se consideran los valores
mas altos y bajos.

Especie BAL / Control Rango de tamafio de colonia (cm) D. mutila
MRS Lactosuero LAPTg

Control 8 8 8

P. acidilactici ~2,5-4,5 6-7 4-55

L. kunkeei ~2,5-4,5 5-6 3-4

Las colonias de D. mutila desarrolladas luego de la aplicacién de especies BAL,
especificamente de L. kunkeei y P. acidilactici, experimentaron una notable
disminucién de su didmetro, ademas de observar colonias de color oscuro en el

centro, rodeado de un micelio de color blanquecino (figura 18).
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Figura 18. Colonias de D. mutila obtenidas luego de la aplicacion de especies
BAL a través de método similar al cultivo dual, luego de 7 dias. En A= control, D.
mutila. B y C= Colonia D. mutila luego de la aplicacién de P. acidilactici en MRS
y LAPTg respectivamente. D y E= Colonia D. mutila luego de la aplicacion de L.
kunkeei en MRS y LAPTg respectivamente.

5.2 Perfil de metabolitos

5.2.1 Ensayos de neutralizacion y tratamientos enzimaticos

Se realizaron ensayos de neutralizacion y tratamientos enzimaticos
seleccionados, a objeto de conocer la naturaleza quimica de las sustancias
potencialmente inhibidoras o metabolitos presentes en el SLC de cada una de las

especies BAL contra Xaj.
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El medio de cultivo para el crecimiento de las bacterias lacticas en este ensayo
fue LAPTg, debido a que, al implementar los métodos anteriores, tanto en agar
como en caldo, se evidencid mayor inhibicién contra Xaj, a diferencia del MRS o
lactosuero.

Los resultados de medicion de pH sin ajustar y aplicacion de los diferentes
tratamientos en el SLC de cada cepa, se muestran en la tabla 12 y 13

respectivamente.

Tabla 12. Valor de pH del SLC del cultivo de cada especie BAL.

Especie BAL pH
Weisella sp. 4.4
Weisella sp. 4,3
P. acidilactici 4.5
L. kunkeei 51

Tabla 13. Actividad antimicrobiana del SLC de cepas BAL contra Xaj, aplicando
tratamientos de neutralizacion y enzimas proteoliticas. Se evalian halos de
inhibiciéon generados.

Especie BAL Xaj

NaOH (pH:6.0) Proteinasa K Pepsina a-amilasa Na2S03
Weisella sp. + - - - -
Weisella sp. + - - - +
P. acidilactici - + + - -
L. kunkeei - + - + -

+: Presencia de halo, -: Ausencia de halo
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Como se muestra en la tabla 12, el pH de cada uno de los sobrenadantes
obtenidos desde el cultivo de cepas BAL se encuentra entre los valores 4.3 como
el mas bajo, correspondiente a una de las cepas de Weissella sp., mientras que
el valor mas alto de 5.1, fue para la cepa de L. kunkeei. Estos resultados son un
indicativo que la acidez por si misma ya genera accion antimicrobiana en este
caso, para Xaj, lo que se vio evidenciado en los ensayos anteriores de difusion

en pocillo y dilucién en caldo.

Por otro lado, la tabla 13 muestra el efecto de inhibicion en base a los distintos
tratamientos aplicados al sobrenadante. Los resultados evidencian que para las
dos cepas de Weisella sp., la accion inhibitoria contra el patégeno bacteriano, se
debe a la presencia de bacteriocinas, dado la susceptibilidad y no formacion de
halo de inhibicion luego de la accion de las tres enzimas proteoliticas sobre el
SLC. También se observo que, en una de ellas, no se generd halo de inhibicién
después de la aplicacion de Na2SOs, lo que representa presencia y accion
antimicrobiana por parte del peréxido de hidrogeno (figura 19). Por otro lado, las
cepas de P. acidilactici y L. kunkeei fueron susceptibles y no se evidenciaron
zonas de inhibicion luego de la neutralizacion del SLC con NaOH y Naz2SOs, lo
gue sugiere que la acciéon antibacteriana se debe a la presencia de acidos
organicos y peroxido de hidrogeno respectivamente. Ademas, se observa la
susceptibilidad a dos de las tres enzimas proteoliticas, pepsina y a-amilasa por
parte de L. kunkeei y P. acidilactici respectivamente, lo que determina accion
antimicrobiana ademas de origen proteico (figura 20).
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Figura 19. Efecto del SLC de cepas Weisella sp. sobre Xaj. En A= accién del
SLC neutralizado con NaOH. En B= accién del SLC tratado con enzimas
proteoliticas. En C= accién del SLC tratado con NazSOs.

Figura 20. Efecto de SLC de L. kunkeei y P. acidilactici sobre Xaj. 1=L. kunkeei
y 2= P. acidilactici. En A= accién del SLC neutralizado con NaOH. En B= accién
del SLC tratado con proteinasa K. En C= accion del SLC tratado con pepsina. En
D= accién del SLC tratado con a-amilasa. En E= accién del SLC tratado con
Na2SO:s.
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5.3 Ensayo de eficacia de biocontrol in vivo

5.3.1. Implementacién de tratamientos preventivos/curativos ademas de

técnica de liofilizado y uso de medio convencional MRS

Las cuatro cepas BAL evaluadas, fueron seleccionadas para ensayos de eficacia
en condiciones controladas de laboratorio gracias a su amplio y alto antagonismo
in vitro contra D. mutila y Xaj. Se optd por evaluar la accion del pellet de BAL, en
vista a que no hubo accién por parte del SLC contra el hongo, ademas de
evidenciar una eficacia levemente mayor en los métodos in vitro anteriormente
mencionados.

Para el caso de D. mutila, los resultados obtenidos permitieron determinar
diferencias significativas en el diametro de infeccién, al comparar tratamientos
curativos de los preventivos, siendo los primeros, los que ocasionaron mayor
enfermedad en el fruto. En los de tipo curativo, se observd que los valores de
infeccion presentaron un amplio rango de distribucion, los que a pesar que en su
mayoria se concentraron en valores menores o igual a 1 cm, un grupo importante
de ellos, fluctuaron entre 3-5 cm para algunas especies lacticas, como en P.
acidilactici y L. kunkeei, bajo la técnica de liofilizado. Situacion contraria ocurrio
para el tratamiento preventivo, el cual muestra una notable baja en la distribucion
de los valores de infeccion para la mayoria de las bacterias lacticas, tanto en

MRS, como para el liofilizado. Especificamente en este ultimo para la especie P.
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acidilactici, se observo una significativa baja en la distribucion de los valores,
centrandose la mayoria de ellos, en diametros que no superaron los 2 cm (figura
21A). Luego, se obtuvieron una serie de estimaciones y su significancia
estadistica al combinar las variables (tratamiento, técnica y cepa lactica) y sus
interacciones con la variable tiempo (dia), destacandose la significancia de este
altimo factor (figura 21B). Este analisis, evidencio resultados mas especificos,
siguiendo la linea de lo obtenido en el grafico anterior, éstos, demostraron que la
aplicacion de tratamientos curativos, generaron una evolucion de la enfermedad
a través del tiempo, implementando la mayoria de las cepas lacticas, destacando
significativamente a P. acidilactici en base a la técnica de liofilizado, cuya
infeccion aumento luego del dia 7 alcanzando un promedio de infeccion de 4,6
cm a los 21 dias. El tratamiento preventivo por su lado, gener6 una reduccion
aparente de la infeccion, implementando 3/4 bacterias lacticas en MRS, sin
embargo, no fue significante, ademas de observar una tendencia al alza de la
infeccion posterior a los 7 dias, excepto en Weisella sp, la que alcanz6 un
promedio maximo de infeccion, cercano a los 3 cm a los 14 dias, el que luego al
término del ensayo disminuy6 a los 2,1 cm, sin embargo, no fue significativo. Por
otro lado, P. acidilactici, en base a tratamiento preventivo y técnica de liofilizado,
fue la mas eficiente, ya que generd la menor evolucién de la infecciébn de manera
significativa con respecto al control, alcanzando un diametro maximo promedio
de 2,3 cm a los 14 dias, el que luego disminuy6 a la mitad, en los ultimos dias de

evaluacion.
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Figura 21. Evolucion de infeccion causada por D. mutila en frutos de nuez. En el
panel A, se muestra la distribucion empirica en los didmetros de infeccion de cada
grupo de tratamiento, curativo-preventivo. En el panel B, se muestra la evoluciéon
la infeccion evaluando el uso de cada cepa lactica en funcion de los diferentes
tratamientos y técnicas a través del tiempo. Las lineas de tendencia
corresponden a la media (X) para cada BAL, tratamiento y técnica analizado.

La significancia de las variables evaluadas se da a conocer en el anexo, tabla 20.
De manera complementaria, se muestra un resumen (tabla 14 y 15), de los
resultados de las gréaficas estadisticas anteriores. La primera, en base a la
distribucion empirica de los diametros de infeccion, muestra los valores en
porcentajes (%) pertenecientes a tres rangos de infeccion distintos y la segunda
tabla, muestra los valores promedios de cada BAL para cada tratamiento y

técnica a través del tiempo.
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Tabla 14. Distribucién de didmetros de infeccion (cm) en frutos de nuez en
tratamientos preventivos-curativos en base al uso de bacterias lacticas contra D.
mutila. Los valores informados corresponden al porcentaje (%) del total de datos
analizados.

BAL Rango infeccién (cm) Tratamiento curativo Tratamiento preventivo
M L M L
O<d=1 60% 59% 62% 61 %
Control 1<d <3 21% 21% 24% 25%
3<d=<6 19% 20% 14% 14 %
O<d=1 57 % 49 % 59 % 86 %
P acidilactici 1<d=<3 25 % 25% 30 % 4%
3<d=<6 18 % 26 % 11% 10 %
O<d=1 49 % 58 % 53 % 65 %
L. kunkeei 1<d=<3 26 % 17 % 32% 15%
3<d=<6 21 % 25% 15% 20 %
O<d=1 52 % 64 % 52 % 77 %
Weisella sp 1<d <3 27 % 16 % 30 % 15 %
3<d<6 22 % 20 % 18 % 8 %
O<d=1 64 % 52 % 57 % 62 %
Weisella sp 1<d=<3 19 % 26 % 29 % 25%
3<d=<6 18 % 22 % 13 % 13%

M: MRS, L: Liofilizado

Tabla 15. Diametros de infeccion (cm) en frutos de nuez generada por D. mutila,
a través del tiempo. Los valores informados corresponden a la media (X) para
cada BAL, tratamiento y técnica en el tiempo (5, 7, 14 y 21 dias).
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Infeccion en frutos de nuez (cm)

BAL Curativo Preventivo

MRS | Liofilizado MRS | Liofilizado
5 7 14 21 5 7 14 21 5 7 14 21 5 7 14 21

C o6 16 24 5 07 17 23 45 07 2 27 4 06 17 3 4

1 06 19 31 42 07 21 37 46 08 12 14 31 06 06 23 1

06 15 38 41 06 18 26 48 1 2 19 35 11 12 38 55

07 18 34 44 05 13 21 45 08 17 28 21 05 08 18 18

4 06 14 23 37 07 18 29 4 09 13 2 37 08 12 27 5

C: control, 1: P. acidilactici, 2: L. kunkeei, 3: Weisella sp., 4: Weisella sp.

Las muestras de frutos estudiadas presentaron sintomas caracteristicos de la
enfermedad, las que un comienzo se basaron en lesiones de forma circular o
irregular, de color negro con hendiduras leves. Los frutos permanecieron
turgentes, aun con la aparicion de los primeros sintomas, los que se observaron

a los 5 dias desde su inoculacion (figura 22).
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Figura 22. Sintomas de frutos de nuez generados por D. mutila. Infeccion
desarrollada a los 5 dias.

Luego, en un estado mas avanzado de la infeccion sin la aplicacion de BAL
(control), se pudo observar la presencia de lesiones negro-marrones de formas
irregulares, que en algunos casos abarcaron completamente el fruto volviéndolos
necroticos, de turgencia blanda y con apariencia de pudricion (figura 23A). Por
otro lado, en aquellos frutos en los que se aplicaron tratamientos de tipo
preventivo en base a liofiizado de BAL como P. acidilactici se evidenciaron
lesiones pequefas de color oscuro y forma irregular sin hendiduras, conservando
un fruto turgente (figura 23B). De manera contraria, la misma tecnologia y especie
lacticas, pero como tratamiento curativo evidencio lesiones mas avanzadas,

similares a las descritas para el control y una cubierta facil de romper (figura 23C).
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Figura 23. Diferencia de sintomas en frutos de nuez generados por D. mutila y
control de infeccion por parte de especie probiotica liofilizada a los 21 dias. En
A=Control, D. mutila. En B y C=Aplicacion liofilizado de P. acidilactici como
tratamiento preventivo y curativo respectivamente.

Para el caso de Xaj, los resultados obtenidos permitieron determinar que tanto
tratamientos curativos como preventivos en base a técnica de liofilizado y MRS,

disminuyeron la infeccion del fruto de manera significativa con respecto al control.
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En el tipo curativo, se observé que los valores de infeccion, presentaron un bajo
rango de distribucion al utilizar todas las bacterias lacticas en MRS v liofilizado,
las cuales se centraron en su mayoria en valores menores o igual a 1 cm y solo
un grupo menor alcanzé de 3-6 cm de infeccion. Se destaca en este tratamiento,
a Weisella sp. y L. kunkeei bajo la técnica de liofilizado. El tratamiento preventivo
por su parte, destaca significativamente a todas las bacterias lacticas en MRS
con una baja distribucion de valores de infeccidon, en los que solo una minima
concentracion de ellos alcanzé valores cercanos a los 5 cm, al igual que el
liofilizado de Weisella sp., misma especie que destacd su desempefio a través
del tratamiento curativo (figura 24A). Luego, al incorporar el factor tiempo (dia) y
analizar su interaccion con las variables antes mencionadas, se observaron
resultados mas especificos y siguiendo la linea de lo destacado anteriormente.
En el tratamiento curativo, la mejor tecnologia fue la de tipo liofilizado, en la que
se observa una reduccion aparente de la infeccion, especificamente en L.
kunkeei con diametros de infeccion que no superaron los 2 cm durante todo el
periodo de evaluacién (21 dias), situacion similar ocurrié para Weisella sp. y P.
acidilactici, sin embargo, para esta ultima se observé una rapida evolucion de la
enfermedad a partir del dia 14, alcanzando un diametro de infeccién promedio de
3,6 cm al término de la evaluacion, a los 21 dias. Por otro lado, en el tratamiento
preventivo, la mejor tecnologia fue la de tipo MRS para las cuatro cepas lacticas,
las que no superaron los 2 cm de infeccidn a los 21 dias. En esta misma linea, a

pesar que la tecnologia de liofilizado no supero a MRS, si gener6 una disminucién
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de infeccidn significativa. En este sentido, se destaca a Weisella sp. (color celeste
figura 24 B), cuya aplicacion demostré que si bien, el didmetro de infeccion
alcanzado a los 7 dias, fue de un promedio de 1,5 cm (antes que las demas
especies en MRS), fue la Unica, en la que se observé una disminucion paulatina
de la infeccion después de los 7 dias, alcanzando un diametro de infeccion

promedio de 1,2 cm a los 21 dias (figura 24 B).
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Figura 24. Evolucion de infeccion causada por Xaj en frutos de nuez. En el panel
A, se muestra la distribucion empirica en los diametros de infeccion de cada
grupo de tratamiento, curativo o preventivo. En el panel B, se muestra la
evolucion de cada cepa lactica en funcién de los diferentes tratamientos (curativo-
preventivo) y tecnologias, MRS o liofilizado a través del tiempo.
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La significancia de las variables evaluadas se da a conocer en el anexo, tabla 21.
Los resultados obtenidos en base a la enfermedad generada por Xaj en frutos de
nuez, permitieron concluir que el tratamiento curativo y preventivo en base a
liofiizado de Weisella sp. aislada de lombriz, demostré ser una alternativa
eficiente para el control de la bacteria patdgena. A continuacién, un resumen de
los resultados obtenidos en las graficas anteriormente expuestas (tabla 16 y 17).
La primera en base a la distribucion empirica de los diametros de infeccion,
muestra los valores en porcentajes (%), pertenecientes a tres rangos diferentes
de infeccion, y la segunda tabla, muestra los valores promedios de cada BAL,

tratamiento y técnica en el tiempo.
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Tabla 16. Distribucion de didmetros de infeccion (cm) en frutos de nuez en
tratamientos preventivos-curativos en base al uso de bacterias lacticas contra
Xaj. Los valores informados corresponden al porcentaje (%) del total de datos
analizados.

BAL Rango infeccién (cm) Tratamiento curativo Tratamiento preventivo
M L M L
0<d=<1 63% 60 % 63 % 62 %
Control 1<d <3 10% 12 % 15 % 16 %
3<d=<6 27 % 28 % 22 % 22 %
0<d=<1 88 % 89 % 86 % 63 %
P. acidilactici iSdSS 8% 3% 11% 12%
3<d<6 4 % 7% 3% 24 %
O<d=1 88 % 90 % 93 % 68 %
L. kunkeei 1<d=<3 9 % 5% 3% 5%
3<d=<6 3% 5% 4% 27 %
O<d=1 79 % 91 % 89% 77 %
Weisella sp 1<d=<3 11 % 4% 5% 8 %
3<d=<6 10% 5% 6 % 15%
0<d=1 84 % 78 % 91 % 69 %
Weisella sp 1<d=<3 4% 4% 4% 9%
3<d<6 12% 18 % 5% 22 %

M: MRS, L: Liofilizado
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Tabla 17. Diametros de infeccion (cm) en frutos de nuez generada por Xaj, a
través del tiempo. Los valores informados corresponden a la media (X) para cada
BAL, tratamiento y técnica en el tiempo (5, 7, 14 y 21 dias).

Infeccion en frutos de nuez (cm)

BAL Curativo Preventivo

MRS | Liofilizado MRS | Liofilizado
5 7 14 21 5 7 14 21 5 7 14 21 5 7 14 21

C 05 31 38 52 06 32 35 51 06 22 36 49 06 21 37 51

1 o6 06 06 21 04 05 06 36 05 05 07 18 08 26 26 2

05 06 07 14 04 06 07 2 03 04 06 18 06 21 29 33

05 06 26 41 04 06 11 19 03 03 09 16 05 15 18 1.2

4 06 07 1,7 31 05 07 35 48 03 05 06 1,8 05 14 28 46

C: control, 1: P. acidilactici, 2: L. kunkeei, 3: Weisella. sp., 4: Weisella. sp

Las muestras de frutos estudiadas presentaron sintomas caracteristicos de la
enfermedad de la peste negra. En los primeros dias de infeccion fue posible
observar frutos con lesiones de color oscuro, con aparente halo acuoso alrededor

del punto de inoculacion, a los 5 dias (figura 25).
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Figura 25. Sintomas en frutos de nuez generados por Xaj. Infeccion desarrollada
a los 5 dias, luego de la inoculacién.

Luego, en un estado mas avanzado de la infeccion sin la aplicacion de BAL
(control), se pudo observar lesiones con hendiduras a medida que aumentaban
de tamafio, las que se tornaron blandas de color marrén oscuro a negro para
finalmente abrirse. Se observdé en algunos ejemplares la exudacion de una
sustancia de color negro (figura 26 A). Situacién contraria ocurrié en aquellos
frutos en los que se aplicaron tratamientos en base a BAL. Tratamientos curativos
como preventivos en base a liofilizados de Weisella sp, generaron un control
eficiente contra Xaj, donde se evidenciaron frutos turgentes con pequefias
lesiones que no avanzaron en cuanto a su tamafio, ademas de no evidenciar

hendiduras en el area de inoculacion (figura 26 B y C).

93



Figura 26. Diferencias de sintomas en frutos de nuez generado por Xaj y control
de infeccidn por parte de especie probidtica liofilizada a los 21 dias. En A=Control,
Xaj. En B y C= Aplicacién de liofilizado de Weisella sp. como tratamiento curativo

y preventivo respectivamente.
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6. DISCUSION

Objetivo especifico 1. Determinar la actividad antagonica in vitro de cepas BAL

contra Xanthomonas arboricola pv. juglandis y Diplodia mutila.

Métodos de difusidon en agar

La literatura cientifica sugiere que, en ensayos de actividad antimicrobiana in
vitro, el tamafio de la zona de inhibicién depende del tipo de BAL, el método de
prueba y la concentracion de esa bacteria, ademas de factores fisicoquimicos
gue incluyen la composicion del medio de cultivo, lo que influiria en la produccién
de ciertos metabolitos y biomasa bacteriana que tienen relacion directa con la
actividad antimicrobiana y son los componentes con mayor potencial para

aplicaciones biotecnolégicas (Soleimani et al. 2010, Vinusha et al. 2018).

Dado estos antecedentes, los ensayos in vitro fueron realizados evaluando cuatro
métodos de difusion distintos, ademas del SLC, pellet, cultivo directo de especies
BAL y medio de crecimiento en el que se desarrollaron. Los resultados de
nuestra investigacion evidenciaron que, para el método de difusion con discos de
agar, si bien no existieron diferencias significativas, en cuanto a cepa y medio de
cultivo, se destaca el medio MRS y lactosuero en las cuatro especies, con rangos
de inhibicion que fluctuaron entre los 10-15 mm, destacando a P. acidilactici en
suero. Si bien, investigaciones en base a la accién de BAL contra fitopatogenos

a través de esta técnica, estd documentada, los ensayos se centran mayormente
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en el género Lactobacillus y medio de cultivo estandar, el que al igual que nuestra
investigacion ha demostrado una eficiente accién antibacteriana contra especies
del género Xanthomonas, como lo expuesto por Daranas et al. (2018), en el que
varias cepas de la especie L. plantarum, crecidas en medio MRS (~1x10°
UFC/mL), evidenciaron halos de inhibicion mayores a 10 mm a través de esta

técnica contra X. arboricola pv. pruni y X. fragariae.

Por otro lado, en los métodos de difusion en pocillo (pellet y cultivo directo), fue
posible observar que al igual que el método anterior, no existieron significancias
entre las especies y medios de cultivo, liderando MRS y suero, lo que coincide
con investigaciones realizadas por Shrestha et al. (2014), en el que se demostré
una fuerte inhibicion por parte del cultivo directo de tres cepas BAL, KLFO1,
KLCO02 y KPDO03 obtenido del medio MRS, contra X. campestris pv. visicatoria,

generando halos de inhibicidon que superaron los 10 mm.

Si bien las cepas BAL son microorganismos exigentes que demandan medios
ricos en cultivo con un alto contenido de minerales, vitaminas y nitrdgeno,
cuentan con un sistema proteolitico que les permite adquirir aminoacidos
esenciales necesarios para su crecimiento, permitiéndoles crecer de manera
Optima en alimentos ricos en proteinas (Mathias et al. 2017, Veeravalli & Mathews
2018). Uno de los medios de cultivo formulado para el crecimiento de BAL, es el
MRS, sin embargo, a pesar de ser un medio eficiente, varios de sus componentes

son caros, por lo que se ha buscado la sustitucion mas economica en algunos de
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ellos, por ejemplo, residuos agroindustriales proteicos, como desecho de
pescado y lactosuero, los que han demostrado mantener la actividad
antimicrobiana de BAL incluso mejorarla (Vasquez et al. 2019, Worsztynowicz et
al. 2020). Los componentes del medio lactosuero son principalmente lactosa y
proteinas de suero, ademas de aminoéacidos, vitaminas y sales de calcio, potasio,
sodio y magnesio demostrandose que es un medio adecuado para el crecimiento
de BAL y produccion de péptidos antimicrobianos (Sabo et al. 2019), lo cual
demuestra que, para el caso de nuestros resultados, al no evidenciar diferencias
con el medio MRS, en cuanto a eficiencia antimicrobiana por parte de las
especies BAL evaluadas, sugiere una alternativa prometedora de sustitucion a

menores costos e igual eficiencia.

Con respecto al SLC de especies BAL empleando el mismo método de difusion
en pocillo, se pudo observar algunos aspectos destacables. Sin embargo, cabe
mencionar antes, que la producciéon de metabolitos depende de la fase de
crecimiento del microorganismo ya que la actividad metabdlica varia durante el
crecimiento microbiano. En general se recomiendan o se prefieren las fases de
crecimiento exponencial o estacionario temprano para evaluar la actividad
antimicrobiana del SLC ya que en esta etapa las bacterias son metabdlicamente
activas (Mani-Lépez et al. 2022). Otro de los aspectos a mencionar es que la
respuesta antimicrobiana del SLC dependera de la especie como también del
medio de crecimiento y condiciones en la que se desarrolle. Especificamente los
medios de crecimiento LAPTg, junto a MRS y M17, son uno de los mas utilizados
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para cultivar BAL y obtener SLC, donde se ha evidenciado notablemente la mayor

produccion de metabolitos antimicrobianos (Mokoena 2017).

En nuestros resultados, se pudo observar que el SLC para todas las cepas y tipos
de medios de crecimiento, se genero inhibicién contra Xaj. Esto coincide con los
estudios de Daranas et al. (2018), en el que el SLC en MRS de especies BAL,
inhibi6 a X. arboricola pv. pruni y X. fragariae a través del método de difusion en
pocillo. Este estudio es el mas reciente y Unico en el que se realizan pruebas en
base al sobrenadante de bacterias lacticas contra fitopatégenos pertenecientes

al género Xanthomonas (Pellegrini et al. 2020).

Otro de los aspectos destacados en nuestros resultados es que el medio LAPTq,
evidenci6é un leve aumento no significativo, de la actividad antibacteriana contra
Xaj, principalmente para P. acidilactici. No existen reportes en donde evalten el
desarrollo del SLC en especies del género en este medio, sin embargo, se han
llevado a cabo investigaciones en otras especies BAL, como los realizados por
Espeche et al. (2013), donde evaluaron entre los medios LAPTg, MRS y M17 el
mas oOptimo para el desarrollo del SLC de Enterococcus mundtii CRL 1656. Los
resultados evidenciaron una mayor produccion de metabolitos de tipo proteico en
medio LAPTg, mencionando la mayor concentracion total de fuentes de nitrogeno
presentes (35 g/L), en comparacion a MRS (25 g/L) y M17(17,5 g/L), ademas de
la presencia de glucosa como fuente de carbono para los dos primeros medios,

versus la lactosa presente en M17, como posibles factores que podrian influir en
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una mayor produccion de metabolitos, sin embargo, se requieren mas estudios
gue puedan esclarecer y comprobar esta hipotesis. También se encuentra lo
realizado por Juarez Tomas et al. (2002) donde al igual que en el estudio anterior,
identifican que el SLC de L. salivarius CRL 1328 desarrollado en LAPTqg fue el
que permitié desarrollar mayor actividad de metabolitos, especificamente de
bacteriocinas en comparacién al MRS, el cual permiti6 un mayor desarrollo de

biomasa.

Estos estudios son uno de los pocos en los que evaltan la produccion de
metabolitos y biomasa de bacterias lacticas en distintos medios. Otros, como los
realizados por Bajpai et al. (2016) y Husejnagic et al. (2016), solo evallan
actividad antibacteriana por parte del SLC de Pediococcus y distintas especies
del género Lactobacillus respectivamente en medio MRS, a través del método de
difusién en pocillo, sin embargo, no se hace comparacién con otros medios, lo
cual es de real importancia a la hora de otorgar las mejores condiciones en las
gue en este caso los metabolitos presentes en el SLC, puedan ejercer de manera

Optima su accion antimicrobiana.

Dilucion en caldo

Dado a que no se logré evidenciar de manera significativa, el mejor medio de
cultivo para el SLC de especies BAL en el método anterior y tomando en cuenta
que posteriormente de acuerdo a estos resultados se implementaria el mejor

medio de cultivo para el ensayo de perfil de metabolitos, y con el fin de poder
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implementar (si era posible) un medio de cultivo estandar para las cuatro
especies BAL en el que se potenciara el desarrollo del sobrenadante, se evalué
a través del método de dilucion en caldo, la accion de SLC de las cuatro bacterias
lacticas, y a la vez se determind la minima concentracion que pudiera inhibir a

Xaj.

En este ensayo se evidencié que el medio LAPTg inhibio significativamente a Xaj
para todas las bacterias lacticas, destacando al igual que el método de difusién
en pocillo a P. acidilactici. Especificamente la aplicacion del 40% del SLC de esta
bacteria fue la minima concentracion que inhibié significativamente a Xaj, en
aproximadamente una unidad logaritmica con respecto al control. LAPTg es
considerado un medio de crecimiento relativamente simple y econdmico,
aspectos que resultan de suma importancia para proyectar la produccién
industrial en este caso del SLC sobre cultivos agricolas de interés (Juarez Tomas
et al. 2002). Sin embargo, los datos sobre el uso del SLC en la agricultura son
limitados para BAL y su aplicacién en ella ha sido completamente ignorada en las
tltimas décadas, no existiendo ningun estudio en el que se haya investigado la
formulacién y la vida atil de los SLC, aspecto limitante que se relaciona
directamente con los procesos posteriores para su producciéon (Pellegrini et al.
2020). Esta situacion se refleja en que investigaciones disponibles como las
realizadas por Arena et al. (2016), Poppi et al. (2015) y Xie et al. (2016) entre
otros, si bien evallan la accién del SLC de BAL contra bacterias patdégenos, no
se evallan condiciones propicias para el desarrollo del sobrenadante como
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tampoco van dirigidos a la inhibicion de fitopatbgenos importantes en la
agricultura, sino mas bien hacia patégenos que generan afecciones tanto en

humanos como animales (Mani-Lopez et al. 2022)

Nuestros resultados, constituyen uno de los pocos estudios en los que se evaltan
la accién del SLC de especies BAL contra fitopatdgenos y algunos factores que
pudieran influir en su potencial antimicrobiano, complementando de cierta
manera al estudio realizado por Daranas et al. (2018), requiriendo
indudablemente mas pruebas que permitan conocer los beneficios de su
implementacion, los que podrian llegar a ser un gran aporte para la proteccion y

salud de agroecosistemas.
Cultivo dual

Para probar la capacidad antagonica de las bacterias lacticas, se utilizé el método
de cultivo dual, con algunas modificaciones (Chen et al. 2016, Yoshida et al.
2001). Los resultados obtenidos, evidenciaron una notable accién inhibitoria de
las cuatro especies BAL contra D. mutila, destacando el medio MRS y LAPTg en
base al pellet de L. kunkeei y P. acidilactici principalmente, lo que indica que la
accion antifangica de estas especies contra el hongo, se encuentra en algun
componente de la célula bacteriana y no en metabolitos extracelulares, lo que

requiero de estudios mas especificos para lograr identificarlos.

No existen reportes en los que evaltan la inhibicién contra D. mutila o contra

hongos de la familia o género, constituyendo a esta investigacion como el primer
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reporte, sin embargo, se ha estudiado la accion de BAL contra hongos
pertenecientes a la divisiobn, Ascomycota, a la cual pertenece D. mutila.
Investigaciones llevadas a cabo por Chen et al. (2020), evaluaron la actividad
antifangica por parte del pellet de BAL en MRS, contra B. cinérea, a traves del
método de cultivo dual con algunas modificaciones (Zhou et al. 2011). Los
resultados demostraron que L. plantarum CM-3 redujo el crecimiento micelial del
hongo alcanzando un 79,80%, eficacia que se correlaciond positivamente con la
concentracion de la soluciéon bacteriana (1x10° UFC/mL). Otra de las
investigaciones fueron las realizadas por Chen et al. (2021), en los que evaluaron
la accién antifungica a partir del cultivo directo en MRS de P. acidilactici y L. kefiri
contra cinco cepas de Penicilium expansum a través del método de
superposicion con algunas modificaciones (Magnusson & Schnurer 2001). Los
resultados demostraron una fuerte inhibicion contra 4/5 cepas del hongo, lo que
fue atribuible a la presencia en una de ellas a enzimas liticas posiblemente
presentes en peptidoglicano de la bacteria, las que podrian haber actuado,
ademas, en conjunto con la presencia de acidos organicos presentes en el SLC

de ambas bacterias.
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Objetivo especifico 2. Identificar un perfil de metabolitos de cepas BAL
seleccionadas con propiedades antagénicas in vitro hacia los patdogenos de nogal

investigados.

Se ha determinado que el uso del SLC como antimicrobiano, tiene ventajas sobre
el uso de compuestos purificados o aislados presentes en él, los que van desde
acidos organicos simples y productos metabdlicos primarios hasta compuestos
mas complejos derivados de bioconversiones o sintesis de péptidos, asi como de
la escision de proteinas. Este material liquido, es una mezcla de metabolitos con
actividad antimicrobiana de amplio espectro y que entre ellos se genera una
bioactividad sinérgica o aditiva que puede mejorar de manera importante la
accion inhibitoria de patégenos tanto bacterianos como flungicos. (Mani-Lépez et
al. 2022). Esto fue corroborado en estudios realizados por Le Lay et al. (2016),
donde analizaron los compuestos producidos por diferentes especies BAL, e
identificaron variados acidos organicos, bacteriocinas y peroxido de hidrogeno
como los principales componentes inhibitorios, identificando que para los acidos
organicos su accion en el sobrenadante, era mayor que cada uno de los acidos
de forma independiente al igual que el peréxido de hidrogeno, requiriendo
ademas, en algunos casos, la accion conjunta de metabolitos de distinta
naturaleza para ejercer su efecto antimicrobiano. A pesar de ello, los estudios se
enfocan solo en el mecanismo de los compuestos individuales descuidando los

efectos sinérgicos y/o aditivos.
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En primer lugar, nuestros resultados evidenciaron bajos valores de pH de cada
una de las cepas evaluadas, principalmente en cepas de Weisella sp., lo que
sugiere la presencia de acidos organicos de tipo débil como una de las principales
vias de accion antimicrobiana, los que reducen el pH circundante que estresa a
las células de patdégenos. Igualmente, estos acidos, permeabilizan la membrana
celular y entran al citoplasma donde se disocian y bajan el pH interno,
desencadenando la inhibicién celular (Tashiro et al. 2010). Para el caso de las
cepas de L.kunkeei y P.acidilactici, los valores de pH fueron algo superiores, lo
gue sugiere que su actividad metabdlica, puede deberse a la accion de péptidos
bioactivos, o peréxido de hidrogeno entre otros metabolitos, lo cual se evidencié
en los analisis de neutralizacion y tratamientos enzimaticos que a continuaciéon
se discuten. Al respecto, los resultados demostraron una situacion similar a los
antecedentes antes mencionados por Le Lay et al. (2016). ya que en las cuatro
cepas lacticas la accion inhibitoria contra Xaj, se debio a la accién conjunta de
metabolitos de distinta naturaleza, presentes en el sobrenadante, y en ningun

caso a la participacion Unica de un tipo de metabolito.

Luego del tratamiento enzimatico del SLC en las dos cepas de Weissella sp., se
sugiere fuertemente que el factor que causoé las zonas inhibidoras observadas en
estos ensayos es de origen principalmente proteico, seguido de la accién de
peréxido de hidrogeno en una de ellas. Datos similares fueron informados por
Garzon et al. (2017) quienes observaron en el SLC de Weissella confusa, la
inactivacion de la actividad antimicrobiana contra bacterias Gram negativas de
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tipo alimentario, luego del tratamiento con enzimas proteoliticas como proteinasa
Ky pepsina, concluyendo que este hallazgo, era un indicativo de la naturaleza
proteica de sustancias similares a bacteriocinas y cuyo modo de accién para esta
cepa se atribuyen en algunos casos a péptidos de clase Il, que generan la
disrupcién de la membrana celular, permitiendo la liberaciéon de moléculas de
ADN y ARN provocando finalmente una muerte celular rapida (Tenea & Lara
2019). Adicionalmente la eliminacion de la zona de inhibicién promovida por la a-
amilasa de nuestros resultados, indica que estas sustancias similares a
bacteriocinas pueden ser glicoproteinas, que pertenecen al grupo IV de su
clasificacion, el cual contiene carbohidratos y lipidos en la estructura molecular.
Sin embargo, este hecho debe confirmarse después de la purificacion de la
bacteriocina y la determinacién de su estructura (Todorov et al. 2011). La
presencia de este tipo de proteinas se ha reportado para la especie W.
paramesenteroides que produce leuconocina S, glicoproteina estable al calor que
altera la membrana celular bacteriana, generando un efecto antibacteriano
(Papagianni 2012, Simons et al. 2020). Se ha identificado que el impacto de los
péptidos antimicrobianos en la célula bacteriana podria depender de la cepa
bacteriana objetivo, el tipo de péptido y su concentracion en el SLC, lo que
requiere de estudios mas exhaustivos para lograr resultados mas eficientes a la

hora de tratar un patégeno (Tenea & Lara 2019).

Por otro lado, la eliminacion de la zona inhibitoria generada luego del tratamiento
con NazSO0gs, sugiere la accién del H202 como metabolito antibacteriano en una
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de las cepas de Weissella sp. Se han reportado pocos estudios que determinen
la accion del peréxido de hidrogeno de este género frente a fitopatdgenos. Uno
de los pocos, es el realizado por Trias et al. (2008b) en el cual determinaron la
accion antibacteriana de Weissella cibaria TM 128 en base a la presencia de
H202 y &cidos organicos como inhibidores del crecimiento de bacterias
fitopatdgenas deteriorantes de frutas y hortalizas como Erwinia carotovora de tipo
Gram negativa. Por otro lado, estudios recientes en area de higiene bucal de Lim
et al. (2018) también en Weissella cibaria, determinaron que la accion
antibacteriana contra bacterias periodontopatdgena de tipo Gram negativo fue
promovida por la accion de H202y acidos. Se ha reportado que la accion de este
compuesto, depende principalmente de la concentracién aplicada y factores
como temperatura y pH. Actla como mecanismo de proteccion de los

colonizadores iniciales frente a especies competidoras (Lim et al. 2018).

En cuanto a las especies L. kunkeei y P. acidilactici, presentaron resultados
similares. Nuestros ensayos evidenciaron la eliminacion de la zona de inhibicion
luego de la neutralizacion del SLC con NaOH, lo que indica la presencia de acidos
organicos como agentes antibacterianos, seguida de la accién del H202 después
del tratamiento con Na:SOs en ambas especies acido lacticas. También se
evidencio la actividad proteica del SLC de ambas especies, en respuesta al
tratamiento con enzimas proteoliticas como pepsina en L. kunkeei y a-amilasa en

P. acidilactici, demostrando este Ultimo, naturaleza glicoprotéica.
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Un gran numero de estudios, evidencian que los acidos organicos son uno de los
principales componentes responsables de la actividad antimicrobiana in vitro en
especies del género Lactobacillus (Mani-Lopez et al. 2022). Su produccion
depende del género, especie, medio de cultivo para su crecimiento, fuente de
carbono y condiciones de cultivo generadas (Mani-Lopez et al. 2022). Ademas,
es el mecanismo mas importante a través del cual varias especies de BAL
inactivan los patégenos gradualmente a medida que el pH desciende, son los
principales metabolitos de la fermentacion lactea, seguida de la actividad proteica

de bacteriocinas (Hladikova et al. 2012, Gao et al. 2019).

Especificamente para L. kunkeei, son escasos los estudios en los que evaluen la
presencia de metabolitos antimicrobianos contra fitopatégenos, sin embargo,
para su género, investigaciones realizadas por Daranas et al. (2018),
especificamente en L. plantarum PM411 y TC92 determinaron que la produccion
de acidos organicos como acido lactico, fue la principal responsable de la
actividad antibacteriana contra fitopatdgenos de Xanthomonas como X. fragarie,
X. arboricola pv. pruni y Pseudomonas syringae pv. actinidiae, responsables del
dafio en cultivos de fresa, almendro y kiwi respectivamente. Adicionalmente
investigaciones realizado por Scillato et al. (2021) evaluaron la accién
antibacteriana presente en el SLC, de distintas cepas de Lactobacillus contra
patdgenos Gram negativos de tipo urogenital, resultando en la accion conjunta
de acidos organicos, peroxido de hidrogeno y bacteriocinas en algunas de ellas,
lo que demuestra la accion sinérgica que potencia la actividad antagénica de
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BAL. Se adicionan ademas los antecedentes, por un lado, que las cargas netas
inducidas por el pH podrian facilitar la translocacion de algunas moléculas
especificas de bacteriocinas por medio de la pared celular, y por otro, el ambiente
acido podria influir en la produccion y actividad antibacteriana de ciertas

bacteriocinas (Oliveira et al. 2017, Yang et al. 2018).

Par el caso del género Pediococcus, estudios realizados por Fugaban et al.
(2021), identificaron a través de ensayos metabolémicos en P. acidilactici y P.
pentosaceus, como buenas productores tantos de acidos organicos como de tipo
graso, lo que fue también corroborado por investigaciones realizadas por Bajpai
et al. (2016), en la especie P. pentosaceus 4I1, donde identificaron la inhibicion
contra bacterias Gram negativas de tipo alimentaria debido a la presencia de
compuestos acidos de tipo grasos, organicos, aminoacidicos y ademas
sustancias similares a bacteriocina. Este ultimo estudio se asemeja a los
resultados de nuestra investigacion, sin embargo, no existen reportes de estudios
donde se identifique la accion del H202 como uno de los agentes antibacterianos
de este género o especie. Este hecho puede deberse a que, para el patégeno
blanco, en este caso Xaj, la especie P. acidiclactici requiera la accién sinérgica
de los tres tipos de metabolitos para lograr su inhibicion. Estudios realizados por
Gi-Seong et al. (2002), evidenciaron que en P. acidiclactici K10, los acidos
organicos son los primeros en romper la membrana externa de bacterias de tipo
Gram negativa, permitiéndoles y facilitando posteriormente la entrada a
bacteriocinas, logrando que ejerzan su accion inhibitoria de manera sinérgica, ya
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gue estas por si sola no lo lograban. En cuanto al mecanismo del H202, se han
realizado investigaciones de Zhang et al. (2019), en la que se evidencia la accidn
conjunta con acidos organicos como el acido lactico de BAL (Lactobacillus sp),
cuyo accionar sinérgico se manifestaria al penetrar ambos a través de la
membrana por libre difusién. Al ingresar en la célula, cuyo ambiente es casi
neutro, el acido lactico se disocia en iones de hidrogeno como iones de lactato,
estos ultimos en conjunto con iones de hierro intracelulares, forman complejos
gue catalizan la produccion de OH- a partir de H202. Este OH-, podria atacar al
ADN celular junto a lipidos y a otras sustancias vitales importantes, ademas de
generar cambios en la permeabilidad celular y extravasacién del contenido
celular, provocando finalmente muerte celular. En nuestros resultados, se
requieren de mas estudios que permitan dilucidar estar asociacion, sin embargo,
se infiere que, para estos géneros, la accion de los acidos organicos seria
fundamental para permitir la entrada de un segundo o tercer metabolito de distinta

naturaleza, o bien accionar en conjunto para ejercer el efecto antibacteriano.

Objetivo especifico 3. Determinar la eficacia de biocontrol in vivo de cepas BAL
seleccionadas, segun respuesta in vitro para inhibir Xanthomonas arboricola pv.

juglandis y Diplodia mutila en frutos de nogal.

Un gran numero de BAL son ampliamente reconocidas por su actividad
antimicrobiana, tanto contra bacterias como hongos fitopatégenos responsables

del deterioro de cultivos de gran importancia econdmica en la agricultura. Esto es
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corroborado por estudios realizados por Ma et al. (2019), donde identificaron que
de las sesenta y ocho BAL evaluadas en base al SLC, tres, especificamente L.
sucicola, W. paramesenteroides y P. acidilactici presentaron la mas alta actividad
antifangica contra Penicillium digitatum, patdégeno caracteristico de citricos en
postcosecha. Los resultados demostraron que en ensayo in vitro como in vivo
generaron una excelente inhibicién contra el hongo. En ensayos con frutos se
identificd una reduccion de la enfermedad para L. sucicola de un 73%, en W.
paramesenteroides de un 42% y para P. acidilactici un 23%, y cuyos diametros
de lesion fueron de 33, 38 y 37 mm respectivamente. Esta inhibicion en las tres
cepas se debid a la presencia de componentes de naturaleza proteica. También
se destaca el estudio realizado por Chen et al. (2020), en el que el pellet
bacteriano de L. plantarum CM-3, presento una reduccién significativa de la
enfermedad del moho gris en fresa, desarrollada por B. cinerea alcanzando una

disminucién del 75% representada en ensayos in vivo en base a frutos.

Los resultados obtenidos en nuestra investigacion destacan a P. acidilactici,
como método preventivo utilizando técnica de liofilizado, como el tratamiento mas
eficiente contra el hongo, alcanzando un didmetro de infeccion maximo de 2,5
cm, equivalente a una reduccion del 50% en comparacion al control. En este
sentido, nuestros resultados se asimilan a los realizados por Ma y colaboradores,
en el que la especie destaca como una de las mas eficientes a la hora de reducir
la infeccion en frutos contra hongos. Si bien nuestra investigacion no fue realizada
en base al SLC, sino mas bien en base al pellet bacteriano, es un indicativo que
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ademas de la accion de bacteriocinas frente a fitopatdogenos fungicos, el pellet de
esta bacteria en si, presenta otros posibles compuestos o0 mecanismos capaces
de degradar o reducir, por ejemplo, el contenido de metabolitos toxicos que
deterioran 6rganos en plantas generados por hongos como D. mutila. Estudios
realizados por Ma et al. (2017), identificaron que P. acidilactici tiene la capacidad
de remover la presencia de micotoxinas (AFB1) en un 59.6%, a través del
mecanismo de adsorcion por medio de componentes de la pared celular
bacteriana. Mientras que estudios realizados por Abrunhosa et al. 2014, en otras
especies del género como P. parvulus, generé una remocion de la micotoxina,
ocratoxina A (OTA), del 100% a través de mecanismos de degradacion, el que
fue evidenciado por medio de la hidrolisis (mediada por peptidasas), del enlace
amida de OTA, resultando en la liberacién de OTa y fenilalanina, los productos
no toxicos de la reaccion. Este ultimo mecanismo podria asemejarse a lo ocurrido
en nuestros resultados ya que la ocratoxina, presenta en su estructura molecular
una dihidroisocumarina, tipo de metabolito fitotdxico producido por D. mutila,
responsable del necrosamiento y marchitamiento de 6rganos, sin embargo, se
requieren mas estudios que permitan corroborar el mecanismo de remocion
generado entre la bacteria y el metabolito toxico de D. mutila (Reveglia et al.

2018).

Por otro lado, el tratamiento preventivo fue el que gener6 un menor desarrollo de
infeccion en los frutos de nuez, en comparacion a los de tipo curativo, indicativo
gue éstos, requieren de una proteccion previa para evitar dafios y perdidas
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irreversibles en el fruto, en este caso en base a la utilizacion de BAL contra D.
mutila, evitando de esta manera la aplicacion de pesticidas sintéticos que son
catalogados frecuentemente como acciones de tipo curativas, y son
precisamente meétodos que se requieren reducir lo maximo posible, para lograr
un manejo integral de enfermedades (Green et al. 2020). Esto es corroborado por
el reporte de Mewa-Ngongang et al. (2021), en el que ensayos en frutos contra
hongos de B. cinerea y Monilinia laxa evidencian la importancia de prevenir antes
gue curar la enfermedad, representado en un 95% y 58% respectivamente en la
reduccion de la enfermedad por parte de un tipo de levadura. Se destacan
ademas investigaciones realizada por Chen et al. (2020), Trias et al. (2008a) y
Trias et al. (2008b) en los que implementan tratamientos de tipo preventivo en
base a BAL contra hongos en frutos, sin embargo, no realizan ensayos de tipo

curativos que permitan realizar la comparacion.

Otro de los resultados destacables en nuestra investigacion es que la técnica de
liofilizado (generada en nuestro laboratorio) dentro del tratamiento preventivo,
contribuy6 a una mejora en la reduccion de lesiones en frutos, evidenciandose
una disminucién importante en el tamafio de la lesién a través del tiempo para la
especie P. acidilactici en comparacion al uso de MRS. A partir de un concentrado
de BAL obtenido por centrifugacion y posterior resuspensiéon del pellet obtenido
en agua destilada, se aplica el proceso de liofilizacion. Esta es una técnica que
se basa en el principio de sublimar el hielo de un producto congelado. El agua
del producto pasa del estado sélido (hielo) al estado vapor, sin pasar por estado
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liquido (Sandhya & Disha 2020). Se adicionan crioprotectores para facilitar el flujo
de agua a través de la membrana celular, protegiendo tanto estructuras
moleculares como supra- moleculares a través de diferentes formas de accion,
ademas de compensar la diferencia de presidon osmética que se genera cuando
comienza la etapa de congelacion en la superficie celular, incrementandose la
concentracion de solutos evitando deshidratacion y muerte celular (Dhingra &

Sinclair 1985).

La tendencia en la disminucion del diametro de infeccion evidenciada en los
resultados de nuestra investigacion, puede atribuirse ademas de la especie y
tratamiento, a algunas caracteristicas propias del liofilizado que podrian haber
influido en este excelente resultado, como por ejemplo, una alta estabilidad de
esta tecnologia al no dejar agua libre (eliminacion del 95-99.5%), no hay riesgo
de hidrolisis y contaminacion por otros microorganismos, es decir, se mantiene la
esterilidad facilmente y la duracién de su conservacion es larga. Al trabajar a baja
temperatura, los productos termoldbiles no se alteran y, por otro lado, al
evaporarse el hielo quedan poros que permiten una rehidratacién o reconstitucion

rapida (Sandhya & Disha 2020, Casp & Abril 1999).

En general las bacterias probidticas liofilizadas, se han utilizado ampliamente en
aplicaciones farmacéuticas (Saez-Lara et al. 2015), snacks (Li et al. 2018), barras
de soja (Chen & Mustapha 2012) y productos lacteos (Dimitrellou et al. 2019,

Gadhiya et al. 2018), sin embargo, no se ha informado sobre BAL y su efecto
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antifangico en cultivos frutales, solo se encuentra el estudio de Halttunen et al.
(2008), donde evidencian la accién de Bifidobacterium breve como biomasa
liofilizada, sobre la remocion de la micotoxina AFB1 en un 21,4% a través de
mecanismos de adsorcion, sin embargo, no se realiza una comparacion con otras
tecnologias y desempefio en ensayos in vivo. Esto indica la necesidad e
importancia de generar mas estudios que permitan comprobar las variadas
ventajas de esta técnica, en conjunto con bacterias acido lacticas sobre cultivos

frutales de importancia econémica como el nogal.

En el caso de los efectos de BAL sobre Xaj, existen reportes mencionados
anteriormente en esta investigacion, que evidencian los potentes efectos
inhibitorios contra algunas especies del género Xanthomonas en ensayos in vivo.
Estudios realizados por Daranas et al. (2018), determinaron que la aplicacion de
tratamientos preventivos en base al pellet bacteriano de BAL, especificamente
cepas PM411y TC92 de L. plantarum, causaron una reduccion de la enfermedad
en plantas de almendro y fresa generadas por X. arboricola pv. pruni y X.
fragariae respectivamente, evidenciando valores entre un 59,1-69,3% (TC92) y
un 45,5-65,5% (PM411) contra la primera bacteria patdgena, mientras que un
rango de 35,4-69,2% (TC92) y un 45,8-92,3% (PM411) se observd para el
segundo fitopatdégeno en condiciones controladas de invernadero. Otro de los
estudios destacables es el realizado por Shrestha et al. (2014) en el que
tratamientos preventivos en base al pellet bacteriano de BAL, redujeron de
manera importante la infeccién en plantas de pimiento causada por X. campestris
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pv. vesicatoria en condiciones de invernadero, alcanzando una de ellas un 73,9%

de reduccion de enfermedad en invernadero y un 94,5% en campo.

Las investigaciones antes mencionadas, tienen relacion a los obtenidos en
nuestra investigacion, especificamente en donde se evidencia a BAL como
excelentes agentes antibacterianos de especies del género Xanthomonas en

ensayos in vivo bajo condiciones controladas.

En nuestros resultados, se destaca que cepas BAL evaluadas son una excelente
alternativa como tratamientos curativos y preventivo, especificamente en base a
liofilizados de especies de L. kunkeei, Weisella sp (aislada de lombriz) y P.
acidilactici, para curativo, mientras que para el preventivo destaca liofilizado de
Weisella sp (aislada de lombriz), catalogdndose como el mejor tratamiento, ya
que fue el Unico en el que se evidenci6 una disminucion de la infeccion,
alcanzando un maximo de 2 cm de didmetro del tamafio de lesién, después de 7
dias. Investigaciones han demostrado que cepas bacterianas individuales
presentan propiedades bioldgicas intrinsecas y un espectro inhibidor contra
patogenos a través de mecanismos especificos, que también influyen en esta
respuesta y que, si bien existen pocos estudios acerca de mecanismos no
relacionados a sus metabolitos, si algunos de ellos han permitido conocer
estructuras celulares que permitirian su accion antibacteriana (Bagad et al. 2017).
Estudios realizados por Martin et al. (2019), determinaron que la proteina de la

capa superficial (proteina de la capa S), presente en la envoltura exterior de la
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pared celular bacteriana de L. acidophilus, y que participa en la adherencia de
las bacterias en la célula huésped, al interactuar con macromoléculas como el
LPS de bacterias Gram negativas, ocasiond muerte celular en especies como
Pseudomonas aeruginosa, demostrando su actividad antibacteriana al identificar
gue la parte C terminal de la proteina de la capa S, presentaba actividad similar
a la lectina. Otras investigaciones, como las realizadas por Garcia-Cano et al.
(2011) y Gandhi et al. (2020), han identificado que el peptidoglicano de P.
acidilactici, alberga al menos dos enzimas liticas, una de ellas reconocidas como
peptidoglucano hidrolasa (PGH), especificamente una N-acetiimuramidasa la
gue mostrd accion antibacteriana contra bacterias patbgenas Gram negativas y

positivas, en al menos dos unidades logaritmicas de crecimiento.

Por otro lado, al igual que para los efectos contra D. mutila, los resultados
obtenidos contra Xaj, pueden atribuirse ademas de la especie, a las ventajas ya
mencionadas de la técnica de liofilizado, la que, si bien fue superada en eficiencia
al uso de MRS, demostré una tendencia al aumento a través del tiempo. Esto
demuestra que la aplicacion de esta técnica promete ser una alternativa eficiente,
sin embargo, al igual que para D. mutila, se requiere comprobar sus efectos a
través estudios mas exhaustivos que permitan evidenciar sus efectos sobre

fitopatdgenos en condiciones de campo.
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En resumen, nuestros resultados en frutos de nuez, demostraron que el liofilizado
de bacterias probidticas en base a P. acidilactici y Weisella sp (aislada de

lombriz), combatieron de manera eficiente a D. mutila y Xaj respectivamente.

Para efectos de una aplicacion a gran escala, hay que tomar en cuenta que, para
la eficacia de la formulacion probibtica, depende de la cepa empleada y
principalmente de su viabilidad (Coeuret et al. 2004). Tomando en cuenta que la
viabilidad del liofilizado en base a los probidticos antes mencionados, fue de
~101°UFC/g, la dosis aplicada en nuestro ensayo de frutos, fue de ~10” UFC/mL
(1g/L), concentracion minima recomendada para ser considerada una bacteria
probidtica, asegurando asi, que sus beneficios se acumularan de manera
sostenida (Peres et al. 2012).Esta viabilidad y dosis permitioé reducir la infecciéon
en frutos de nuez para ambos fitopatégenos en mas de un 50%, en ensayos bajos
condiciones controladas, dando indicios de lo que podria ser eficiente si se
proyecta su uso como bioplaguicida microbiano a escala industrial, sin embargo,
para ello, es necesario realizar previamente con estos antecedentes, ademas de
otros ensayos en laboratorio, pruebas piloto (campo e invernadero) en varios
patosistemas y en diversas condiciones ambientales, para asi, garantizar una
amplia gama de aplicabilidad, asi como la consistencia en la eficacia de

condiciones reales (Montesinos 2003).
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7. CONCLUSIONES

A partir del desarrollo de esta tesis es posible concluir los siguiente;

o Especies BAL autdctonas provenientes de plantas e insectos, poseen
actividad antagonica in vitro, contra fitopatdgenos de nogal, Xaj y D. mutila,
demostrado a través de métodos de difusion, dilucion y técnica similar al
cultivo dual respectivamente. La implementaciéon de métodos de difusion,
demostraron que todas las cepas lacticas evaluadas inhibieron a la bacteria
patégena, mientras que se destacan a dos de las cuatro bacterias lacticas,
L kunkeei y P.acidilactici, como principales inhibidoras contra el hongo.

o El perfil de metabolitos a partir de ensayos de neutralizacién y tratamiento
enzimatico, permitieron determinar que la actividad inhibitoria contra Xaj,
se debe parcialmente a la accién de acidos organicos, ya que se identificd
solo para las especies de L. kunkeei y P. acidilactici, en conjunto con
bacteriocinas y peroxido de hidrogeno. Mientras que para las dos cepas de
Weisella sp, los metabolitos fueron de naturaleza proteica y peroxido de
hidrogeno en una de ellas.

o Los ensayos in vivo en frutos de nuez, demostraron que cepas BAL fueron
eficaces en el biocontrol contra ambos fitopatdgenos. Especificamente el
mas eficiente tratamiento contra D. mutila, fue el de tipo preventivo en base
a liofilizado de P. acidilactici. Mientras que los de tipo preventivo y curativo

demostraron ser eficientes contra Xaj, destacando al liofilizado de Weisella
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sp (aislada de lombriz). A través de estos tratamientos, se observo la

disminucién de la infeccion en el tiempo contra ambos fitopatégenos.
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8. PROYECCIONES

El presente trabajo, constituye el primer estudio en el que se logré6 demostrar la
eficacia de especies BAL contra fitopatdgenos causales de importantes
enfermedades en el nogal, constituyendo un interesante recurso desde un punto
de vista cientifico y comercial. EI mercado de los bicontroladores esta en
constante crecimiento, por lo que la formulacion de nuevos productos podria ser
una inversion financiera valida en un mercado muy lucrativo, sin embargo, estos
productos para ser comercializados requieren de varios estudios cientificos en
laboratorio, para llegar a proyectar su uso a escala industrial. Actualmente esta
investigacion se posiciona en un nivel de madures tecnoldgica o Technology
Readiness Levels (TRL) de tipo TRL4, aun en entorno de laboratorio, en el cual
Se requieren incorporar otros ensayos que permitan, por ejemplo, caracterizar a
las bacterias antagdnicas seleccionadas, de manera no tan solo fenotipica sino
gue también genotipicamente, conocer ademas sus mecanismos de accion
especificos y analizar la eficacia de biocontrol en pruebas piloto (invernadero y
campo), para luego llegar a formular y elaborar el biopesticida microbiano, el cual
requiere a su vez de otras etapas especificas que permitan finalmente
comercializar el producto.

Si bien estos aspectos no son faciles de abordar, creemos que la formulacién de

productos naturales para la agricultura, no solo es importante a nivel cientifico,
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sino que también para el planeta, haciendo frente a una demanda de alimentos

gue actualmente sustenta su producciéon en base al uso excesivo de quimicos.
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9. ANEXOS

Tabla 18. Estimacion de los efectos explicativos de la configuracion de la
experimentacion dilucion en caldo.

Estimate Std. Error t value Pr(>|t])

3.41e-09 17.97 1.0000

(Intercept) 3.93e-01 2.19e-02
ID9F -3.44e-02 3.10e-02 3.41e-09 -1.11 1.0000
IDAB1B 2580.02 3.100.02 3.41e-09  -0.83 1.0000
IDABY 0.676.03 310002 3.41e09  -0.31 1.0000
IDControl 5 076-01 5 806.02 22809  7.40 1.0000
Dilucion 181602 3.310.03 2.88e+02 -546 1e-07 ***
TypeSUERO 557e-03 2 09e-02 2.88e+02 -0.27 0.7900
TypeLAPTg -1.88e-02 2.09e-02 2.88e+02 -0.90 0.3690
ID9F:Dilucion A dr 4.676.03 2.88e+02 1.88 0.0615 .
IDAB1B: Dilucién 8.82¢-03 4.67e-03 2.88e+02 1.89 0.0601.
IDAB9:Dilucion 5.04e-03 4.67e-03 2.88e+02 1.08 0.2822
ID9F:TypeSUERO 5.14e-03  2.96e-02 2.88e+02 -0.17 0.8620
IDAB1B:TypeSUERO 4.00e-03 2 96e-02 2.88e+02 0.14 0.8925
IDAB9: TypeSUERO 2 62e-03 2 96e-02 2.88e+02 0.09 0.9295
IDControl:TypeSUERO 2.52e-02 2.29e-02 2.88e+02 110 02713
IDOF:TypeLAPTg 7.05e03  2.96e-02 2.88e+02 -0.24 08117
IDAB1B:TypeLAPTg -4.45e-02 2 96e-02 2.88e+02 -1.51 0.1331
IDABY:Typel APTg 7 970.02 5 960.02 2.88e+02 -2.70 0.0074 **
IDControl:TypeLAPTg 3.850.02 5 200.0 2.88e+02 1.68 0.0940
Dilucion:TypeSUERO 6.19.04 4.670.03 2.88e+02 0.13 0.8947
Dilucion:TypeL APTg 1 766-03 4.670.03 2.88e+02 0.38 0.7065
ID9F:Dilucion:TypeSUERO -1.07e-04 6.61e-03 2.88e+02 -0.02 0.9871
IDAB1B:Dilucion: TypeSUERO -1.08e-03 6.61e-03 2.88e+02 -0.16 0.8699
IDABY:Dilucion:TypeSUERO -1.31e-03 6.61e-03 2.88e+02 -0.20 08431
ID9F:Dilucion:TypeLAPTg 2.50e-03 6.61e-03 2.88e+02 0.38 0.7056
IDAB1B:Dilucion:TypeL APTg 8.33¢-04  6.61e-03 2.88e+02 013 0.8998
IDAB9:Dilucion: TypeLAPTg 9.07e-03 6.61-03 2.88e+02  1.37 0.1710

Signif. codes: 0 *** 0.001 ** 0.01 ** 0.05°" 0.1 *° 1 ABI1B: L. kunkeei, AB9: P. acidilactici, 9F, 31F: Weisella sp.
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Tabla 19. Estimacion de los efectos explicativos de la configuracion de la

experimentacion cultivo dual.

Estimate Std. Error t value Pr(>|t))
(Intercept) 3.70e+00 4.31e-01 5.08e-09 8.57 1.00000
Replica2 5.00e-03 4.45e-02  5.08e+02 0.11 0.91057
Replica3 2.50e-02 4.45e-02 5.08e+02 0.56 0.57446
ID9F -1.33e-01 6.09e-01  5.04e-09 -0.22  1.00000
IDAB1B -1.10e+00 6.09e-01  5.04e-09 -1.81  1.00000
IDAB9 -9.11e-01 6.09e-01 5.04e-09 -1.50 1.00000
IDControl 4.29e+00 6.09e-01 5.04e-09 7.06 1.00000
“Cultivo dual’2 1.75e+00 1.41e-01 5.08e+02 12.44 <2e-16 ***
TypeSUERO 3.61e+00 1.41e-01  5.08e+02 25.62 <2e-16 ***
TypeLAPTg 2.65e+00 1.41e-01  5.08e+02 18.83 <2e-16 ***
ID9F: Cultivo dual’2 -2.72e-01 1.99e-01 5.08e+02 -1.37 0.17191
IDAB1B: Cultivo dual 2 -2.50e-01 1.99e-01 5.08e+02 -1.26  0.20957
IDAB9: Cultivo dual’2 -2.22e-01 1.99e-01 5.08e+02 -1.12  0.26463
IDControl:"Cultivo dual 2 -1.75e+00 1.99e-01  5.08e+02 -8.79 <2e-16 ***
ID9F:TypeSUERO -7.06e-01 1.99e-01 5.08e+02 -3.55 0.00043 ***
IDAB1B:TypeSUERO -6.17e-01 1.99e-01 5.08e+02 -3.10 0.00205 **
IDABO:TypeSUERO -1.11e-02 1.99e-01 5.08e+02 -0.06 0.95549
IDControl: TypeSUERO -3.61e+00 1.99e-01  5.08e+02 -18.12 < 2e-16 ***
ID9F:TypeLAPTg -1.39e-01 1.99e-01 5.08e+02 -0.70 0.48552
IDAB1B:TypeLAPTg -1.46e+00 1.99e-01  5.08e+02 -7.31 1.0e-12 ***
IDAB9:TypeLAPTg -3.17e-01 1.99e-01 5.08e+02 -1.59 0.11215
IDControl: TypeLAPTg -2.65e+00 1.99e-01  5.08e+02 -13.32 < 2e-16 ***
“Cultivo dual’2:TypeSUERO -1.28e+00 1.99e-01  5.08e+02 -6.45 2.6e-10 ***
“Cultivo dual’2:TypeLAPTg -5.78e-01 1.99e-01 5.08e+02 -2.90 0.00385 **
ID9F:"Cultivo dual’2: TypeSUERO 1.83e-01 2.81e-01 5.08e+02 0.65 0.51504
IDAB1B: Cultivo dual’2: TypeSUERO -3.33e-02 2.81e-01 5.08e+02 -0.12 0.90576
IDAB9: Cultivo dual’2: TypeSUERO 3.39e-01 2.81e-01 5.08e+02 1.20 0.22906
IDControl:"Cultivodual 2: TypeSUERO 1.28e+00 2.81e-0 5.08e+02 4.56 6.4e-06
ID9F:"Cultivo dual’2:TypeLAPTg -8.89e-01 2.81e-01 5.08e+02 -3.16 0.00168 **
IDAB1B: Cultivo dual’2:TypeLAPTg -1.49e+00 2.81e-01  5.08e+02 -5.31 1.6e-07 ***
IDAB9: Cultivo dual’2: TypeLAPTg -1.85e+00 2.81e-01 5.08e+02 -6.57 1.2e-10 ***
IDControl:*Cultivo dual’2:TypeLAPTg 5.78e-01 2.81e-01 5.08e+02 2.05 0.04057 *

Signif. codes: 0 “** 0.001 ** 0.01 ** 0.05°" 0.1 *" 1
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Tabla 20. Estimacion de los efectos explicativos de la configuracion de la
experimentacion eficacia biocontrol D.mutila.

Estimate Std. Error t value Pr(>|t))
(Intercept) -0.070 0.207 -0.337  0.736
TreatCurativo 0.078 0.038 2.067 0.039 *
TreatPreventivo -0.040 0.038 -1.055 0.292
CepaABIB 0.082 0.029 2.803 0.005  **
Cepa3lF 0.006 0.028 0.212 0.832
Cepa9F -0.030 0.028 -1.077 0.281
CepaAB9 -0.020 0.028 -0.709 0.478
TecMRS 0.047 0.034 1.375 0.169
TecP, T -0.009 0.034 -0.251 0.802
Day 0.183 0.023 7.892 0.000 ok
TreatCurativo:CepaABIB -0.038 0.039 -0.972 0.331
TreatPreventivo:CepaABIB 0.120 0.042 2.862 0.004 *x
TreatCurativo:Cepa31F -0.050 0.038 -1.305 0.192
TreatPreventivo:Cepa31lF 0.055 0.039 1.435 0.152
TreatCurativo:Cepa9F -0.002 0.038 -0.066 0.947
TreatPreventivo:Cepa9F -0.027 0.038 -0.719 0.472
TreatCurativo:CepaAB9 0.168 0.039 4.330 0.000 Frk
TreatPreventivo:CepaAB9 -0.188 0.037 -5.108 0.000 ek
TreatCurativo:TecMRS 0.012 0.032 0.364 0.716
TreatPreventivo:TecMRS 0.035 0.032 1.115 0.265
TreatCurativo:TecP, T 0.067 0.032 2.086 0.037 *
TreatPreventivo:TecP,T -0.075 0.033 -2.287 0.022 *
CepaABIB:TecMRS 0.013 0.039 0.328 0.743
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Cepa31lF.TecMRS
Cepa9F:TecMRS
CepaAB9:TecMRS
CepaABIB:TecP, T
Cepa31F:TecP, T

Cepa9F:TecP,T

CepaAB9:TecP, T
TreatCurativo:CepaABIB:TecMRS
TreatPreventivo:CepaABIB:TecMRS
TreatCurativo:Cepa31F:TecMRS
TreatPreventivo:Cepa31F:TecMRS
TreatCurativo:Cepa9F:TecMRS
TreatPreventivo:Cepa9F:TecMRS
TreatCurativo:CepaAB9:TecMRS
TreatPreventivo:CepaAB9:TecMRS
TreatCurativo:CepaABIB:TecP,T
TreatPreventivo:CepaABIB:TecP, T
TreatCurativo:Cepa31F:TecP,T
TreatPreventivo:Cepa31F:TecP,T
TreatCurativo:Cepa9F:TecP, T
TreatPreventivo:Cepa9F:TecP,T
TreatCurativo:CepaAB9:TecP,T

TreatPreventivo:CepaAB9:TecP, T

-0.097

0.157

-0.026

0.069

0.103

-0.187

0.006

0.033

-0.020

-0.092

-0.006

0.071

0.086

0.000

-0.025

-0.071

0.140

0.042

0.061

-0.073

-0.113

0.169

-0.163

0.037

0.038

0.037

0.041

0.039

0.038

0.038

0.060

0.062

0.058

0.058

0.059

0.058

0.060

0.055

0.061

0.067

0.059

0.061

0.057

0.060

0.060

0.057

-2.612

4.164

-0.689

1.674

2.662

-4.965

0.161

0.550

-0.322

-1.585

-0.096

1.194

1.491

-0.005

-0.457

-1.160

2.087

0.713

0.994

-1.279

-1.902

2.816

-2.832

0.009

0.000

0.491

0.094

0.008

0.000

0.872

0.582

0.747

0.113

0.923

0.233

0.136

0.996

0.648

0.246

0.037

0.476

0.320

0.201

0.057

0.005

0.005

*%

*k%k

*%

*k%k

*%

*%

---Signif. codes: 0 *** 0.001 ** 0.01 ** 0.05°." 0.1 " 1

AB1B: L. kunkeei, AB9: P. acidilactici, 9F, 31F: Weisella sp
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Tabla 21. Estimacion de los efectos explicativos de la configuracion de la
experimentacion eficacia biocontrol Xaj.

Estimate Std. Error t value Pr(>|t))

(Intercept) 0.855 0.561 1.523 0.128

TreatCurativo -0.395 0.034 -11.758 < 2e-16 rkk
TreatPreventivo -0.316 0.035 -9.144 < 2e-16 rkk
TecMRS -0.480 0.034 -14.331 < 2e-16 i
TecP, T -0.231 0.035 -6.659 0.000 i
CepaABIB -0.231 0.027 -8.660 < 2e-16 il
Cepa3lF -0.092 0.028 -3.343 0.001 i
Cepa9F -0.209 0.027 -7.839 0.000 i
CepaAB9 -0.178 0.028 -6.456 0.000 i
Day 0.159 0.061 2.592 0.010 *
TreatCurativo:TecMRS -0.079 0.029 -2.756 0.006 *x
TreatPreventivo:TecMRS -0.401 0.029 -13.752 < 2e-16 ok
TreatCurativo:TecP,T -0.316 0.029 -10.767 < 2e-16 ek
TreatPreventivo:TecP,T 0.085 0.033 2.586 0.010 **
TreatCurativo:CepaABIB -0.252 0.034 -7.315 0.000 rork
TreatPreventivo:CepaABIB 0.021 0.037 0.574 0.566

TreatCurativo:Cepa31F 0.058 0.036 1.604 0.109

TreatPreventivo:Cepa31lF -0.150 0.038 -3.917 0.000 Fohk
TreatCurativo:Cepa9F -0.004 0.035 -0.126 0.899

TreatPreventivo:Cepa9F -0.205 0.036 -5.629 0.000 rork
TreatCurativo:CepaAB9 -0.196 0.035 -5.636 0.000 rork
TreatPreventivo:CepaAB9 0.018 0.040 0.450 0.653

TecMRS:CepaABIB -0.191 0.034 -5.555 0.000 i
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TecP,T:CepaABIB -0.040 0.037 -1.070 0.285

TecMRS:Cepa31lF -0.146 0.035 -4.131 0.000 rohk
TecP,T:Cepa31F 0.054 0.039 1.374 0.170
TecMRS:Cepa9F 0.015 0.035 0.439 0.660
TecP,T:CepadF -0.225 0.037 -6.155 0.000 i
TecMRS:CepaAB9 -0.158 0.035 -4.555 0.000 i
TecP,T:CepaAB9 -0.020 0.040 -0.501 0.616
TreatCurativo:TecMRS:CepaABIB -0.096 0.052 -1.833 0.067
TreatPreventivo:TecMRS:CepaABIB -0.095 0.054 -1.758 0.079
TreatCurativo:TecP,T:CepaABIB -0.156 0.054 -2.894 0.004 xk
TreatPreventivo:TecP,T:CepaABIB 0.117 0.061 1.919 0.055
TreatCurativo:TecMRS:Cepa31F -0.039 0.055 -0.722 0.470
TreatPreventivo:TecMRS:Cepa31F -0.107 0.055 -1.939 0.053
TreatCurativo:TecP,T:Cepa31F 0.098 0.058 1.692 0.091
TreatPreventivo:TecP,T:Cepa31F -0.044 0.064 -0.684 0.494
TreatCurativo:TecMRS:Cepa9F 0.112 0.055 2.031 0.042 *
TreatPreventivo:TecMRS:Cepa9F -0.096 0.054 -1.789 0.074
TreatCurativo:TecP,T:Cepa9F -0.116 0.055 -2.136 0.033 *
TreatPreventivo:TecP,T:Cepa9F -0.108 0.059 -1.842 0.066
TreatCurativo:TecMRS:CepaAB9 -0.056 0.052 -1.073 0.283
TreatPreventivo:TecMRS:CepaAB9 -0.103 0.056 -1.840 0.066
TreatCurativo:TecP,T:CepaAB9 -0.141 0.056 -2.524 0.012 *
TreatPreventivo:TecP,T:CepaAB9 0.121 0.068 1.780 0.075

Signif. codes: 0 *** 0.001 ** 0.01 *" 0.05°” 0.1 ‘"1 ABI1B: L. kunkeei, AB9: P. acidilactici, 9F, 31F: Weisella sp
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