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EFECTO BIOCONTROLADOR DE FORMULADOS DE PSEUDOMONAS PROTEGENS
PARA EL CONTROL DE CANCRO BACTERIANO (PSEUDOMONAS SYRINGAE PV.
ACTINIDIAE) EN KIWI (ACTINIDIA DELICIOSA (A. CHEV.) C. F. LIANG & A. R.
FERGUSON).

BIOCONTROL EFFECT OF PSEUDOMONAS PROTEGENS FOR THE CONTROL OF
BACTERIAL CANKER (PSEUDOMONAS SYRINGAE PV. ACTINIDIAE) IN KIWI
PLANTS (ACTINIDIA DELICIOSA (A. CHEV.) C. F. LIANG & A. R. FERGUSON).

RESUMEN

Pseudomonas syringae pv. actinidiae (Psa) biovar 3 es el agente causal mas virulento de
la bacteriosis del kiwi, llegando a ocasionar la muerte de la planta. Ademas, Psa, junto
con P. syringae pv. syringae (Pss) y P. viridiflava (Pv) forman un consorcio bacteriano
qgue afecta la floracion en los huertos de kiwi. Existen variadas restricciones sobre los
productos disponibles para el control de esta bacteriosis, por lo que el uso de
microrganismos antagonistas es una importante herramienta para el manejo integrado.
Pseudomonas protegens (Pp) es una especie bacteriana de la rizésfera reconocidas por
la produccién de compuestos como 2,4-diacetilfloroglucinol y la capacidad de inducir
genes de resistencia. Se evaluaron cepas puras Ca2 y ChC7 de Pp y formulaciones en
polvo y aceite de cada una para el control in vitro de Psa, Pss y Pv; induccion de
resistencia de estos bioproductos y la combinacion de Nacillus® con las cepas Ca2 y
ChC7 en plantas de maceta bajo condiciones controladas y su efecto biocontrolador en
condiciones de campo. Sélo las formulaciones en polvo lograron inhibir a Psa, Pss y Pv
in vitro. Los formulados y la combinacion de cepas con Nacillus®, lograron disminuir la
severidad en plantas de kiwi bajo condiciones controladas, desde un 48 % a 88 %. En
campo los formulados redujeron entre un 48 y 50% la severidad de la enfermedad y la
combinacion de Nacillus® con cepas Pp, lo hizo en un 72 %.

Palabras indice adicionales: biocontrol, formulaciones, incidencia, induccion de

resistencia, Pseudomonas syringae pv. actinidiae.



ABSTRACT

Pseudomonas syringae pv. actinidiae (Psa) biovar 3 is the most virulent causative agent
of kiwifruit bacteriosis causing the death of the plant. Furthermore, Psa, together with P.
syringae pv. syringae (Pss) and P. viridiflava (Pv) form a bacterial consortium that affects
kiwifruit flowers in orchards. There are various restrictions on the products available to
control this bacterial disease, then the use of antagonistic microorganisms is an important
tool in integrated management programs. Pseudomonas protegens (Pp) are rhizobacteria
recognized to produce compounds such as 2,4-diacetylphloroglucinol and the ability to
induce resistance genes. Pure strains Ca2 and ChC7 of Pp and powder and oil
formulations of each were evaluated for in vitro control of Psa, Pss and Pv; resistance
induction of these bioproducts and the combination of Nacillus® with the Ca2 and ChC7
strains in pot plants under controlled conditions and its biocontrol effect under field
conditions. Only the powder formulations were able to inhibit Psa, Pss and Pv in vitro. The
formulations and the combination of strains with Nacillus® managed to reduce the severity
in kiwi plants under controlled conditions, from 48 % to 88 %. In the field, the formulations
reduced disease severity between 48 and 50% and the combination of Nacillus® with Pp

strains reduced the disease in 72 %.

INTRODUCCION

El kiwi (Actinidia deliciosa (A. Chev.) C. F. Liang & A. R. Ferguson) es una liana originaria
del Extremo Oriente, actualmente distribuida a nivel mundial. Chile esta situado como el
sexto mayor productor y tercer exportador a nivel mundial de este fruto (FAO, 2020),
registrando una superficie nacional de 6.973 hectareas desde la region de Valparaiso
hasta la region de Los Rios, con la mayor area plantada ubicada en las regiones del
Maule y O’Higgins (CIREN, 2021).

Pseudomonas syringae pv. actinidiae (Psa), agente causal del cancro bacteriano del
kiwi, fue reportada en huertos de kiwi de la region del Maule el afio 2011 (EPPO, 2011).
Se han determinado 3.489 ha positivas a Psa, con el 69 % de ellas concentradas en la
region del Maule (SAG, 2020), presuntamente del biovar 3 que ha sido el Unico

identificado en Chile (Flores et al., 2018) y causante de las mayores pérdidas econdémicas



en muchos paises por su conocida agresividad y patogenicidad en otras especies de
Actinidia (Ferrante et al., 2009; Everett et al., 2011; Vanneste, 2013; Vanneste et al.,
2014; Taylor et al., 2014). Tras su deteccion en Chile, se declar6 el estado de plaga
cuarentenaria bajo el control oficial del SAG desde el afio 2011 hasta fines de mayo del
2020 (BCN, 2020). Psa causa manchas necréticas en las hojas rodeadas por un halo
clorético, atizonamiento de las yemas o flores, cancros en los 6rganos lefiosos de la
planta, exudado bacteriano y decaimiento de algunos 6rganos e incluso la muerte de la
planta debido al dafio a nivel vascular y sistémico. Esta bacteria puede sobrevivir como
epifito sobre la planta sin producir sintomas (Vanneste et al., 2011) hasta alcanzar un
umbral de poblacion que permite su ingreso via apoplasto por aberturas naturales o
heridas causadas por practicas agricolas, logrando colonizar sistémicamente al huésped
(Donati et al., 2020). Los patdégenos Pseudomonas syringae pv. syringae (Pss), agente
causal de la necrosis de los brotes florales en kiwi; y Pseudomonas viridiflava (Pv)
causante del tizén bacteriano del kiwi; manifiestan sintomas similares a Psa en plantas
de kiwi y actian como un consorcio de microorganismos en huertos infectados con el
cancro bacteriano (Young et al., 1988; Balestra y Varvaro, 1997; Balestra et al., 2009;
Vanneste et al., 2011; Purahong et al., 2018).

Los productos disponibles para el control de bacterias fitopatdgenas se dividen en
metales pesados, antibidticos, elicitores y productos biologicos, donde los primeros tres
poseen importantes restricciones en favor de la proteccion del consumidor, las plantas y
el medioambiente. Los mas utilizados a nivel mundial para el control de la bacteriosis del
kiwi son los compuestos cupricos y antibidticos, pero el uso inadecuado puede causar
fitotoxicidad, seleccionar resistencia a estos compuestos por Psa y/o persistir como
residuo en frutas (Vanneste et al.,, 2003; Cameron y Sarojini, 2014). Los elicitores
qguimicos pueden afectar el rendimiento y calidad de la fruta por lo que tienen un limite de
cuatro aplicaciones por temporada y no estan autorizadas las aplicaciones posteriores al
periodo de floracién del kiwi (Reglinski et al., 2013).

El mercado chileno cuenta con un limitado numero de productos biol6gicos
disponibles para el control de Psa, estos son en base a microorganismos pertenecientes

a especies del género Brevibacillus y Bacillus (Nacillus®, Bio Insumos Nativa Spa., y



Serenade® ASO, Bayer) (SAG, 2019). En este contexto, es de gran relevancia aumentar
la diversidad de bioproductos que permita el control de esta enfermedad.

Pseudomonas es uno de los géneros bacterianos mas ampliamente distribuido en el
mundo y que ha sido aislado desde diversos nichos ecoldgicos. Dentro de este género,
las especies que se encuentran asociadas a las plantas pueden ser tanto benéficas como
patogénicas (Hofte y De Vos, 2006). Las especies P. fluorescens y P. protegens han sido
material de diversos estudios debido a sus cualidades biocontroladoras frente a
fitopatdgenos, vinculada a diferentes mecanismos de control (Nowak-Thompson et al.,
1994; Lavicoli et al., 2003) como la competencia por nutrientes y nichos, la induccion de
resistencia sistémica en plantas y la produccion de metabolitos secundarios de naturaleza
antibiotica. Estos ultimos tienen una actividad antagonica asociada a la produccién de
compuestos como: 2,4-diacetilfloroglucinol (2,4-DAPG), pioluterina, pirrolnitrina vy
derivados de fenazina (Thomashow y Weller, 1996; Ramette et al., 2011; Yang y Cao,
2011). Un estudio en Nueva Zelanda demostr6 que bacterias enddfitas del género
Pseudomonas encontradas en arbustos de Leptospermum scoparium, presentan la
capacidad de colonizacién endodfita en las plantas de kiwi y producen compuestos
antimicrobianos que reducen la colonizacion y gravedad de Psa (Wicaksono et al., 2018).

En cepas de Pseudomonas protegens (Pp) aisladas desde la rizosfera de trigo en
suelos ubicados en el sur de Chile, fueron detectados los genes phiD, pyr y pil, asociados
a la produccién de los compuestos antibiéticos (Moya-Elizondo et al.,, 2013). La
evaluacion de las cepas bacterianas contra Psa, en condiciones in vitro y sobre plantas
de kiwi enfermas, demostré una accion antagonista y de induccidon de resistencia
sistémica adquirida en las plantas tratadas (Moya-Elizondo et al., 2019; Moya-Elizondo,
2020). El potencial de inhibicion de las cepas bacterianas Ca2 y ChC7 de Pp, con genes
asociados a la producciéon de 2,4-DAPG vy pioluterina, sobre Psa platean el desafio de
producir un producto formulado para el control biol6gico de la bacteriosis del kiwi.

El objetivo de la presente investigacion fue determinar la efectividad in vitro de las
cepas Ca2 y ChC7 de Pp sobre bacterias que atacan el kiwi (Psa, Pv y Pss). Ademas,
evaluar el biocontrol de formulaciones elaboradas a partir de estas cepas para el control

de Psa, al igual que la efectividad de la mezcla de estas cepas con un bioproducto



comercial bacteriano en condiciones de plantas de maceta en ambiente controlado y en

terreno.

MATERIALES Y METODOS

Presentacion de formulados vy verificacion del gen que codifica 2,4-
diacetilfloroglucinol

La formulacion de los productos fue elaborada por la empresa de Bio Insumos Nativa
Spa. a partir de dos aislados bacterianos de Pp, pertenecientes a la coleccion del
Laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de Agronomia de la Universidad de
Concepcion, almacenados en el Banco de Recursos Genéticos Microbianos del Instituto
de Investigaciones Agropecuarias en Chillan. Por cada cepa bacteriana, se crearon
formulaciones en aceite (OIL) y en polvo (WP). Estas fueron etiquetadas con el cédigo
RGM 2328 para el aislado ChC7 y RGM 2329 para el aislado CaZ2.

La presencia de los aislados bacterianos ChC7 y Ca2 de Pp fue verificada en los
cuatro productos entregados, utilizando la técnica de reaccidn en cadena de la
polimerasa (PCR) para determinar la presencia del gen phlD (Vera et al., 2019).

Origen y multiplicacién de las bacterias

Para todos los ensayos se utilizé la cepa 105743 del biovar 3 de Psa proporcionada por
el SAG, aislada desde plantas de kiwi verde en la localidad de Linares, Region del Maule.
La bacteria Pss cepa PS3 fue obtenida el afio 2013 desde un huerto cerezos ubicado en
la localidad de Pueblo Seco, Region del Nuble. La bacteria Pv, aislada el afio 2018 desde
plantas de avellano europeo en la localidad de Pinto, Region del Nuble. Por su parte, las
cepas ChC7 y Ca2 de Pp, fueron aisladas desde raices de trigo obtenidas de un predio
en Chillan, region del Nuble, y de Cajén, en la regién de La Araucania, respectivamente.
La identificacion de todas las bacterias utilizadas fue corroborada mediante técnicas
moleculares.

Para la multiplicacion de las cepas ChC7 y Ca2 de Pp, se afadié 100 puL de cada
bacteria en 5 mL de caldo King B (KB), posteriormente fueron incubadas durante 48 h

dentro de un agitador orbital a 24°C y 150 rpm. Las bacterias Psa, Pss y Pv fueron



multiplicadas afiadiendo 200 pL de bacteria en 5 mL de caldo KB, usando el mismo
protocolo de incubacion de Pp.
Pruebas de antagonismo in vitro
Se realizaron pruebas de antagonismo de las formulaciones WP y OIL de Pp frente a
cada bacteria fitopatdogena (Psa, Pss y Pv) in vitro. La dilucién del formulado en polvo se
preparo a razén 1:10, agregando 1 g en 9 mL de agua destilada estéril (ADE) dentro de
un tubo centrifuga de 50 mL. Para los tratamientos de aceite, se afiadi6 1 mL del
formulado junto con 3 gotas del surfactante Tween 20®, en 9 mL de agua destilada estéril.

En dos diferentes placas Petri con medio agar KB se distribuyeron los ocho
tratamientos, con tres repeticiones por placa. El tratamiento blanco o control negativo fue
ADE, tres controles positivos, conformados por estreptomicina y los cultivos puros de las
cepas Ca2 y ChC7 de Pp, y la dilucion de los dos formulados (WP y OIL) por cada cepa
Pp. En las placas se agreg6 un césped de 500 pL de bacteria fitopatdégena, luego cada
tratamiento fue sembrado en gotas de 5 pL de manera equidistante. El ensayo fue
realizado dos veces.

Para evaluar la actividad antagonista entre las formulaciones y las bacterias Psa, Pss
y Pv, se fotografiaron las placas luego de 48 horas de incubacion. Posteriormente, se
midi6 el area del halo de inhibicion (mm?) formada alrededor de las microgotas, utilizando
el software de procesamiento de imagen digital ImageJ version 1.52a, desarrollado por
National Institutes of Health, Estados Unidos. En las mediciones se consider6 toda la
zona gue indicara un efecto antagonista, es decir, areas con tonos opacos o limpidos.
Manejo de plantas de kiwi para evaluaciones bajo condiciones controladas
Para el establecimiento de experimentos bajo condiciones controladas se utilizaron
plantas de kiwi (A. deliciosa), obtenidas de semillas de frutos del cv. Hayward, de 4 hojas
no cotiledonares, sobre macetas con mezcla 2:1 de turba con vermiculita, que contenia
4 g L' de fertilizante de liberacion controlada (Multicote 8M 11-31-5, Anasac). La
frecuencia de riego fue de dos veces por semana, incluyendo fertirriego en una de estas,
utilizando un fertilizante de crecimiento (Green Grow 5-3-5, Quemanta) a una dosis de 2
g L. Las plantas se mantuvieron en una sala bajo un ambiente controlado a temperaturas

promedio de 21,1°C, fotoperiodo de 16 h luz suministradas por luces LED mediante



longitudes de onda azul, blanco y rojo, 8 h de oscuridad y una humedad relativa promedio
de 87,1 %.

Para la preparacion del inéculo se centrifugé caldo de cultivo de Psa (10° UFC mL™1)
a 5000 rpm durante 5 min. Se eliminé el sobrenadante compuesto por medio KB, para
adicionar el mismo volumen de ADE y 3 gotas del surfactante Tween 20®.
Evaluacion de eficacia de los formulados en base a Pseudomonas protegens en
plantas de kiwi en maceta
En la Tabla 1 se describen los tratamientos utilizados en la evaluacion la capacidad de
induccion de resistencia de los formulados WP y OIL sobre plantas de kiwi en maceta.
Cada experimento fue realizado en un disefio en bloques completamente al azar con
cinco repeticiones por cada tratamiento. Para ambos se utiliz6 como control quimico
acibenzolar-S-metil (50 % p/p) (Bion ® 50 WG, Syngenta) que actia como inductor de
mecanismo de defensa natural de las plantas y como control negativo ADE. Ademas, se
incluyé el producto biolégico comercial de especies de Bacillus y Brevibacillus (Nacillus®,
Bio Insumos Nativa spa) y su combinacion con las cepas de Pp. Todos los tratamientos
fueron aplicados por aspersion (5 mL) sobre el follaje siete dias antes de inocular la
bacteria Psa en todas las plantas tratadas.

Tabla 1. Tratamientos usados en la evaluacion induccién de resistencia en plantas de
Kiwi en maceta.

Tratamiento Concentracion
Agua destilada estéril -
Acibenzolar-S-metilo (Bion ® 50 WG) 0,2 mg mL* ADE
Pseudomonas protegens Ca2 10°UFC mL*
Pseudomonas protegens ChC7 108 UFC mL?
WP RGM 2328 2 mg mL* ADE
WP RGM 2329 2 mg mL* ADE
OIL RGM 2328 2 uL mLt ADE
OIL RGM 2329 2 uL mL* ADE
Nacillus ® 2 mg mL* ADE
Nacillus ® + cepa Ca2 y ChC7 2 mg mL* ADE; 10° UFC mL;

108 UFC mL*




La severidad de los sintomas ocasionados por Psa fueron evaluados partir de la
expresion de manchas necroticas sobre las hojas una semana después de la inoculacion
de la bacteria patégena y cada 7 dias durante tres semanas.

Evaluacion en campo de eficacia de formulados en base a Pseudomonas
protegens.

El ensayo en campo se realizé en un huerto comercial de kiwi cv. Hayward positivo a Psa,
con sistema de conduccion en parronal, perteneciente a la empresa CarSol Fruit, ubicado
en la localidad de Dadinco, comuna de San Nicolas (36°32’45.8” Sy 72°11°18.4” O),
region de Nuble, durante la temporada invierno/primavera 2019.

El disefio experimental se constituyd en bloques completamente al azar con cuatro
repeticiones separadas en hileras. En cada repeticion se distribuyeron diez tratamientos
gue se describen en la Tabla 1, pero sin la posterior inoculacion de Psa. El ensayo
comenz6 a mediados del mes de octubre (BBCH 51) y finaliz6 a inicio de febrero (BBCH
77) (Salinero et al., 2009). Durante este intervalo de tiempo se llevaron a cabo cinco
aplicaciones de los tratamientos los dias 14 y 28 de octubre, 13 de noviembre, 4 de
diciembre y 30 de enero, en los estados BBCH 51, BBCH 55, BBCH 60, BBCH 63y BBCH
73 respectivamente.

Las evaluaciones en hojas se realizaron cada 7 dias previo a la tercera aplicacion de
los tratamientos. Se muestred hojas cinco veces en la temporada, los dias 28 de octubre,
13 de noviembre, 26 de noviembre, 12 de diciembre de 2019 y 11 de febrero de 2020.
Evaluacion de la enfermedad
Para evaluar el dafio causado por el complejo bacteriano asociado a la bacteriosis del
kiwi, se determiné la incidencia y severidad de sintomas foliares en los experimentos
realizados bajo condiciones de ambiente controlado y en condiciones de campo. La
incidencia de la enfermedad fue obtenida calculando el porcentaje del nUmero de hojas
con sintomas de necrosis y/o clorosis foliar, caracteristicos de la enfermedad, respecto
al total de hojas evaluadas. La severidad se determiné mediante el area bajo la curva de
progreso de la enfermedad (AUDPC), el cual es un indice que recopila el dafio acumulado
durante todas las evaluaciones realizadas sobre la planta (Jeger et al., 2001; Madden et

al., 2007). La AUDPC se determiné mediante la siguiente férmula:



le—l

AUDPC = z (%) (t+1—t)
j=1

Donde: y= nimero de manchas necréticas; t=tiempo en dias; j= indice de orden para los
tiempos.

Durante las evaluaciones de manchas necréticas realizadas en las etapas de
floracion y maduracion del fruto, se midieron los siguientes pardmetros: potencial hidrico
de la hoja (bomba Scholander, PMS 615, PMS Instruments), conductancia estomatica
(porémetro, SC-1, Decagon Instruments), fluorescencia de la clorofila (fluorémetro,
Pocket PEA, Hansatech Instruments), indice de area foliar y densidad de flujo de fotones
fotosintéticos por sobre y bajo el dosel de la planta (ceptémetro, LP-80, Decagon
Instruments) para determinar el efecto de la enfermedad presentado al momento del
registro de datos sobre la actividad fisiologica de las plantas.

Adicionalmente, se evalud la incidencia de botones necrosados y aborto floral para
cada tratamiento. La evaluacion de botones necrosados se realiz6 el 28 de octubre de
2019 (BBCH 55) en el arbol central de cada parcela experimental donde se seleccionaron
100 botones florales en forma aleatoria y considerando 25 de estos por cada cuadrante
de la planta, para cuantificar la cantidad de aquellos que se presentan necrosis y obtener
el porcentaje de botones necrosados por planta. Para la evaluacion del aborto floral
realizada el 13 de noviembre de 2019, durante etapa de floracion (BBCH 60) se
seleccionaron flores aleatoriamente desde el arbol central de cada repeticion y fueron
marcadas para determinar el porcentaje de aborto floral en base a el nUmero de frutos
que lograron formarse en el periodo de cuaja (BBCH 69) evaluadas el 19 diciembre de
20109.

Anélisis estadistico

Los datos de area de inhibicién de los ensayos in vitro medidos 48 horas luego de la
siembra y el analisis de datos de AUDPC de los tratamientos en maceta y de terreno
fueron sometidos al andlisis de normalidad y de homogeneidad de varianza mediante la
prueba de Shapiro-Wilk y de Levene, respectivamente. De cumplirse los supuestos se

sometieron los datos a un analisis de varianza (ANDEVA); en caso contrario, se utilizé la
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prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis. Los datos de severidad expresado como

AUDPC fueron transformados al Log;,n + 1, mientras los porcentajes de incidencia,

botdn necrotico y cuaja fueron transformados al m previo al ANDEVA. De existir
diferencias entre tratamientos la comparacion de medias se realizé con la prueba LSD
Fisher para datos paramétricos, y con el test de pares para los datos no paramétricos,
considerando un 95 % de confianza (P <0,05). Los parametros fisiologicos fueron
estudiados mediante un analisis de correlaciéon y ANDEVA. Los analisis se realizaron con
el software estadistico Infostat version estudiante 2020, de la Universidad de Cérdoba,
Argentina (Balzarini et al., 2019), mientras que los analisis realizados en los parametros
fisiologicos, se utilizo el software estadistico SAS 9.4 (SAS Studio, University Edition,
SAS Institute, NC, EE. UU.).

RESULTADOS Y DISCUSION

Pruebas de antagonismo in vitro

La Figura 1 y Tabla 2 muestran el area de inhibicion que alcanz6 cada tratamiento bajo
condiciones in vitro sobre las bacterias Psa, Pss y Pv. En las pruebas realizadas sobre el
patégeno Psa (Figura 1) no se observo la formacion de halos de inhibicién por parte de
las dos formulaciones de aceite. Los formulados en polvo presentaron un efecto
antagonista frente a Psa después de 48 h. Si bien estos no mostraron diferencias
significativas con las bacterias puras y la estreptomicina, tampoco fueron diferentes del
control ADE, a excepcion de WP RGM 2329, que en el primer experimento generd un
mayor halo de inhibicién, similar al obtenido por las cepas puras de ChC7 y CaZ2.

Las cepas ChC7 y Ca2 fueron eficaces en el control de Pss (Tabla 2) durante el
primer experimento, mientras que las formulaciones no presentaron halos de inhibicién.
En la repeticién del ensayo, se observaron altos valores de antagonismo solo en los
formulados en polvo luego de 48 h, ademas el tratamiento WP RGM 2328 permitio
observar una masa muscilaginosa similar a una biopelicula sobre el area de la inhibicién.
En ambos experimentos realizados sobre la bacteria Pv (Tabla 2), las cepas puras de
ChC7 y Ca2 presentaron valores de antagonismo iguales que estreptomicina. Si bien las

formulaciones en polvo formaron halos de inhibicion a las 48 h en ambos experimentos,
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no presentaron diferencias significativas con el control ADE, lo que tambien ocurrié con
los aceites en el experimento 1. Adicionalmente, se observo la formacién de una masa
mucilaginosa amarillenta en el limite del area inhibida (datos no mostrados), lo que puede
ser asociado a la formacion de una biopelicula de Pv.

Figura 1. Area de inhibicion (mm?) evaluada 48 horas posterior a la inoculacién del ensayo
in vitro de los tratamientos sobre un césped de bacterias Pseudomonas syringae pv.
actinidiae sembrado en placas Petri con APD para dos experimentos (E1y E2).

180
. b
1 ab
160 ] b b
140 ¥} b ] ab H Control
E 120 1 b Estreptomicina
E E B P. protegens Ca2
2 ] b ab ab W P. protegens ChC7
€ 80 1 T T
w 1 OIL RGM 2328
o ]
© 60 T OIL RGM 2329
= ]
20 F B WP RGM 2328
20 ] B WP RGM 2329
a a a a a a
0
E2

E1l

Diferencias obtenidas mediante prueba no paramétrica de Kruskall Wallis. Letras distintas indican
diferencias significativas (P <0,05) en ensayo.

Tabla 2. Area de inhibicion (mm?2) evaluada 48 horas posterior a la inoculacién del ensayo
in vitro de los tratamientos sobre un césped de bacterias Pseudomonas syringae pv.
syringae y Pseudomonas viridiflava para dos experimentos (E1 y E2).

Area de inhibicion bacteriana
Pss Pv
Tratamiento E1l E2 E1l E2
Control ADE 0,0a 0,0a 0,0a 0,0a
Estreptomicina 578b 76,5 b 135,2 bcd 120,7 b
P. protegens Ca2 516b 27,3 ab 263,3d 216,5b
P. protegens ChC7 250b 16,6 ab 2129 cd 223,1b
OIL RGM 2328 0,0a 0,0a 42,2 ab 0,0a
OIL RGM 2329 0,0a 0,0a 49,1 ab 0,0a
WP RGM 2328 0,0a 248,8 b 47,8 abc 31,4 ab
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WP RGM 2329 0,0a 122,7 b 52,3 abc 24,7 ab

Valor p 0,0021 0,0114 0,0054 0,0022

Diferencias obtenidas mediante prueba no paramétrica de Kruskall Wallis. Letras distintas indican
diferencias significativas (P <0,05) en cada columna.

Las biopeliculas corresponden estructuras compuestas principalmente de
exopolisacaridos que protegen a las bacterias del estrés ambiental (Cellini et al., 2020).
Las biopeliculas se forman de acuerdo con la densidad poblacional bacteriana por
activacion del mecanismo de deteccion de quérum que en bacterias Gram negativas
comunmente ocurre por la sintesis del autoinductor N-acil homoserina lactonas (NAHL)
(Cellini et al., 2020). Pv no sintetiza NAHL, sin embargo, Pv contiene proteinas LUxR que
perciben AHL (Bez et al., 2021), y existen antecedentes de algunas cepas de Pp capaces
de producir AHL (Wang et al., 2022), por lo cual, la formacién de biopeliculas en Pv pudo
ser desencadenada por AHL exdgeno, presuntamente como mecanismo de defensa
frente a la bacteria antagonista, creando una barrera que restringe la penetracion de las
sustancias antimicrobianas.

Los resultados indican que las cepas también ejercen un efecto antagonista sobre
Pss y Pv. Sobre Pv se observdé mayor susceptibilidad a las cepas Ca2 y ChC7, que
presentaron una extensa area de inhibicién que fue consistente en ambos experimentos,
mientras que en Pss fue menor, pero comparable con la estreptomicina en el experimento
1. Anteriormente ya se habia comprobado la accion antagonista de las cepas ChC7 y
Ca2 sobre Psa (Moya-Elizondo et al., 2019; Moya-Elizondo., 2020). Las cepas Ca2 y
ChC7 de Pp usadas directamente sobre céspedes de Psa generaron un extenso halo de
inhibicion (135 y 134 mm?). El antagonismo entre bacterias del género Pseudomonas y
Psa in vitro e in planta, también ha sido reportado con cepas enddfitas aisladas desde
plantas de L. scoparium, demostrando la inhibicion del crecimiento del agente causal del
cancro bacteriano del kiwi (Wicaksono et al., 2018). El antagonismo producido por los
tratamientos que contienen P. protegens, se atribuye principalmente a la sintesis de 2,4-
DAPG (Ramette et al., 2011; Wicaksono et al., 2018) por la presencia del gen phID en los
dos aislados evaluados. No obstante, los aislados Ca2 y ChC7 también poseen genes
precursores de metabolitos secundarios antimicrobianos como el pioluteorin y

pirrolnitrina, detectados en otras cepas de la misma especie (Yan et al., 2016).
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El recuento de bacterias (Anexo 1) comprobd la presencia de las cepas antagonistas
en los aceites pero en cantidades insuficiente para enfrentar las Pseudomonas
fitopatdgenas, lo que explica la ausencia de antibiosis. Ademas, la mezcla del aceite,
agua y tensioactivo no logré una emulsion, pues al pasar un minuto de la agitacion,
comenzaban a separarse en fases. La suspension a base de aceite debe diluirse en agua
para producir una emulsion de aceite en agua, también debe producirse un sistema
autoemulsionable y esto requiere la presencia de los tensioactivos apropiados para la
autoemulsion (Tharwat, 2018). La heterogeneidad de la suspension y la baja UFC mL?
que se registrd en los aceites versus el patégeno, dificultod el uso del producto y el efecto
de antibiosis. Por su parte, la estabilidad bacteriana en los formulados en polvo podria
estar relacionada con su menor contenido de humedad que implica una reduccién de los
procesos metabdlicos e induce estados de latencia que mantengan la viabilidad durante
el almacenamiento (Immediato et al., 2017).

Las tres bacterias fitopatdbgenas presentaban un mayor numero de UFC en
comparacion con las formulaciones en polvo (Anexo 1), afectando la formacion halos de
inhibicidon que en gran parte no fue estadisticamente diferente al control ADE, mientras
que las cepas Ca2 y ChC7 mostraron actividad antagonista frente a Psa, Pss y Pv, sin
diferencias estadisticas con la estreptomicina luego de las 48 h. El nimero de UFC de
las cepas antagonistas puras fue mayor a los formulados y cercanos al de las cepas
fitopatdgenas, comprobando que esta variable afecté la produccién y efectividad de los
metabolitos secundarios frente a Psa, Pss y Pv.

Los halos de inhibicién de los formulados mostraron diferentes tonalidades (datos no
mostrados), con una manor opacidad que la estreptomicina y cepas puras de Pp, que
formaban un halo méas limpido. Al analizar la presencia del gen phlD en el area de
inhibicion mediante PCR, se determiné que en las areas mas limpidas se encontraba Pp,
mientras que en los halos opacos se detectd con una baja frecuencia (datos no
mostrados). Lo anterior indica que posiblemente ocurri6 menor difusion de compuesto
2,4-DAPG que ocasiono la tonalidad opaca causando un posible efecto bacteriostatico

en esas areas.
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Evaluacion de eficacia de formulados en base a Pseudomonas protegens en
plantas de kiwi de maceta

La inoculacion de plantas de kiwi bajo condiciones controladas permiti6 observar
sintomas desde la primera evaluacion, asociadas principalmente a pequefias manchas
necréticas (< 2 mm) que fueron incrementando en nimero hasta la cuarta observacion.
Todos los tratamientos presentaron una menor AUDPC respecto a las plantas del control
asperjadas con ADE antes de la inoculacion de la bacteria Psa, mostrando diferencias
significativas entre tratamientos (P= 0,027; Figura 2). ASM redujo la severidad causada
por Psa (AUDPC= 2,3) en un 99,5 %, presentando diferencias significativas con las
plantas pretratadas con ADE (AUDPC= 468,6). Por su parte, la formulacion WP
RGM2328 present6 una disminucion del 88 % de sintomas necroéticos en las hojas
(AUDPC= 56,7) respecto al resto de los bioproductos, mostrando diferencias
significativas respecto al control. Las cepas puras de Pp y el resto de los tratamientos
con productos biologicos, no fueron estadisticamente diferentes al control. Sin embargo,
la presencia de las cepas Ca2 y ChC7 en sus diferentes formulaciones tendio a reducir
la expresion de la enfermedad sobre las plantas inoculadas. Las cepas bacterianas no
formuladas mostraron una reduccion de la severidad en 86,8 % y 80,9 % (Ca2 y ChC7
respectivamente), mientras que las conservadas en formulaciones presentaron
resultados variables y poco concordantes con los resultados de sus correspondientes
cepas, donde la reduccion en las formulaciones WP fue de 88 % y 48 %, y en OIL fue de
81,4 %y 69,3 % respectivamente. Adicionalmente, la combinacion de ambas cepas con
el producto Nacillus® (Bio Insumos Nativa Spa), permitié la disminucion de un 25,4 % del
dafio en comparacion al producto comercial aplicado por si solo; y una disminucion del
76,8 % respecto al control.

El nUmero de manchas necroéticas en las repeticiones de los tratamientos present6
gran variabilidad, presentando un bajo nimero y didmetro de manchas necréticas (datos
no mostrados). Esta baja infeccién por Psa puede explicarse por el hecho que la camara
de crecimiento registré6 una temperatura promedio de 21° C con una humedad relativa
(HR) del 80 % (Anexo 3), lo cual es desfavorable para el crecimiento enddfito de Psa que

ocurre a 24°C y HR 80 % (Donati et al., 2020). Si se hubiesen dado las condiciones para
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una mayor expresion de sintomas foliares, es posible que los tratamientos hubiesen
logrado diferencias mas notorias entre ellos. Sin embargo, dos semanas posteriores a la
inoculacién se observaron manchas necroticas en las plantas del control, que superaron

al resto de los tratamientos.

Figura 2. Severidad de la bacteriosis del kiwi determinada mediante el calculo del area
bajo la curva de progreso de la enfermedad (AUDPC) de cuatro mediciones del nimero
de manchas necroticas realizadas cada 7 dias después de la inoculacion de Psa en
plantas de kiwi de 8 hojas bajo condiciones ambientales controladas.
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Diferencias obtenidas mediante prueba no paramétrica de Kruskall Wallis. Letras distintas indican
diferencias significativas (P <0,05).

Los resultados sugieren que el estado de “priming” o de activacién de defensa en las
plantas de kiwi se desencadend en aquellas plantas pre-tratadas con ASM, mostrando
una baja manifestacién de sintomas necréticos (< 2 manchas/hoja). Cabe indicar que
este tratamiento perdio dos de las cinco repeticiones debido a una infeccion por Botrytis
cinerea, dada la alta humedad de la cadmara de crecimiento, lo cual pudo explicar la
elevada reduccion de la severidad y las diferencias significativas con los tratamientos que
contenian las cepas Ca2 y ChC7. La pre-inoculacién de Nacillus®, de cepas puras de Pp
y de algunas formulaciones, presentaron una disminucion similar de la severidad de

sintomas foliares. Estos microorganismos podrian estar favoreciendo la expresion de
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algun/os tipos de genes de resistencia, induciendo un estado fisiolégico en la planta que
le permite responder rapidamente al estimulo de un patégeno (Conrath et al., 2015).
Pseudomonas protegens CHAO ha mostrado actividad de induccion de resistencia en
plantas de Arabidopsis thaliana y tabaco (Maurhofer et al., 19974; lavicoli et al., 2003)
como también las cepas Ca2 y ChC7 en kiwi (Moya-Elizondo et al., 2019; Moya-Elizondo.,
2020). La baja severidad observada al combinar las cepas de Pp con el consorcio de
bacterias de Nacillus®, en comparaciéon a ASM, sugiere una sinergia entre las especies
de bacteria que promueven la expresion de ciertos genes de resistencia. Adicionalmente,
la presencia de las bacterias antagonistas sobre la planta pudo generar un efecto de
inhibicién del desarrollo de Psa a través de la produccion de metabolitos secundarios
(Wicaksono et al., 2019).

Evaluacion en terreno de la eficacia de formulados en base a Pseudomonas
protegens.

El analisis de AUDPC a partir de las cinco evaluaciones realizadas en terreno mostré que
los tratamientos redujeron eficazmente el dafio foliar en las plantas de kiwi bajo
condiciones de campo, con la excepcion del formulado WP RGM 2329 (P= 0,007; CV=
46,1; Figura 3). El producto biolégico comercial de especies de Bacillus y Brevibacillus
(Nacillus®, Bio Insumos Nativa SpA.) combinado con las cepas ChC7 y Ca2 de Pp, y el
inductor quimico ASM, disminuyeron en un 72 %y 69 % de los sintomas respecto al resto
de los tratamientos, respectivamente. Sin embargo, no presentaron diferencias
significativas con las bacterias puras, formulados en aceite y WP RGM 2328. La
reduccion de los sintomas necréticos de los formulados fue desde un 48% a 50%
respecto al tratamiento control.

Aunqgue la incidencia de hojas con manchas necraéticas en las plantas fue baja durante
la temporada, con un promedio del 24 % en el experimento, permitié observar diferencias
significativas entre tratamientos (P= 0,0018; CV= 21,9; Figura 4). Los resultados indican
que los tratamientos OIL RGM 2328, ASM, Nacillus® + Ca2 y ChC7, WP RGM 2328y Pp
cepa ChC7 redujeron la incidencia de forma significativa con respecto al control.

El porcentaje promedio de botones florales con necrosis fue de sélo del 1 % y no se

observé diferencias significativas entre tratamientos (datos no mostrados). Durante la
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formacion la baya no se observd mayor dafio, ya que en promedio el 94,4 % de las flores
evaluadas lograron cuajar y formar un fruto sano (datos no mostrados). Estos resultados
muestran que no hubo condiciones predisponentes para una epifitia de la enfermedad;
sin embargo, los niveles de inéculo permitieron evaluar la eficacia de los tratamientos en
las hojas del frutal.

Figura 3. Area bajo la curva de progreso de la enfermedad (AUDPC) para la severidad

de la bacteriosis del kiwi observado en un huerto comercial de kiwi ‘Hayward’ durante la

temporada de crecimiento del afio 2019 en Dadinco, San Nicolas, regién del Nuble. El

calculo de la severidad se realizé con cinco evaluaciones realizadas en diferentes fechas.
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Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos (P <0,05), segun la prueba diferencia
minima significativa de Fisher (LSD) sobre medidas de AUDPC transformadas a Log,on + 1.

Figura 4. Porcentaje de incidencia de manchas necroticas en plantas de kiwi ‘Hayward’
por el complejo bacteriano asociado a la bacteriosis del presente en el huerto comercial
localizado en Dadinco, San Nicolas, region del Nuble, durante la temporada de
crecimiento del afio 2019.
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La combinacién de bacterias de los géneros Bacillus, Brevibacillus y Pseudomonas
redujo los sintomas foliares en terreno de forma significativa y fueron comparables a los
del inductor quimico ASM que ha sido validado en otros estudios (Reglinski et al., 2013;
Cellini et al., 2014) y es usado comercialmente en Chile y Nueva Zelanda. Del mismo
modo, las cepas puras y formuladas de Pseudomonas aplicadas en terreno demostraron
una efectividad mejor o similar a Nacillus®, producto bioldgico autorizado para el control
de Psa en Chile (SAG, 2015).

El uso combinado de cepas de Pseudomonas versus su uso individual ha presentado
mayor efectividad contra la colonizacién de Psa en heridas de plantas de kiwi (Wicaksono
et al., 2018) mostrando que la mezcla de cepas antagonistas puede mejorar el control
bioldgico de enfermedades en kiwi. Del mismo modo, el consorcio de bacterias redujo la
incidencia de la bacteriosis del kiwi en comparacion a los tratamientos Nacillus® y cepas
de Pp individuales, con resultados similares a ASM. Estos antecedentes también
sugieren que el uso de las formulaciones de cepas de P. protegens bajo un manejo
integrado de Psa en kiwi seria efectivo en estados fisiolégicos de la planta, como la
floracion, cuando las aplicaciones de productos son restringidas. Ademas, podria ser
compatible junto a aplicaciones de ASM y potenciar su efecto, como se observo al

combinar Aureobasidium pullulans con ASM (de Jong et al., 2019), lo cual seria
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interesante evaluar en un futuro estudio.

La baja eficacia del tratamiento WP RGM 2329 respecto a las demés formulaciones,
puede explicarse por la baja homogeneidad al preparar una dosis del producto, debido a
que el seguimiento realizado durante siete meses de las UFC presentes en las
formulaciones, mostraron un descenso en las poblaciones con una alta variacion en estas
poblaciones entre fechas de evaluacién (datos no mostrados). Esta situacion también
puede explicar la alta variacion observada entre repeticiones en los experimentos al
determinar el AUDPC.

Las condiciones ambientales presente entre los estados fenoldgicos del kiwi BBCH
50 (emergencia de inflorescencias) al BBCH 73 (Fruto con 30% de crecimiento) durante
la temporada 2019/2020, no fueron favorables para el desarrollo de la enfermedad en
comparacion a otros afos. Las temperaturas registradas no restringieron en gran medida
la multiplicacién bacteriana, pero la baja precipitacion en los meses de primavera
posiblemente limitd la propagacion sobre los tejidos de las plantas. Las condiciones
optimas de temperatura y HR para que ocurra el proceso de infeccion son de 21° C a 24°
C y de 65 % a un 75 % para el crecimiento epifitico y endofitico respectivamente (Donati
et al., 2020). Durante los cuatro meses que se llevd a cabo el ensayo, la temperatura
promedio fue de 13, 17, 20, 23 y 21° C, y la HR fue de 75, 67, 61, 55y 57 %
respectivamente (Anexo 4), es decir, las condiciones fueron escasas para el desarrollo
endofitico y explica la baja incidencia y severidad manifestada en las plantas del huerto.
Esto también explica el bajo porcentaje de botones florales con necrosis y el alto
porcentaje de cuaja que se observé.

La infeccion por Psa en la planta se caracteriza por una colonizacién via apoplasto
gue llega al sistema vascular y lo obstruye, impidiendo el flujo normal de agua desde las
raices hasta las hojas (Donati et al., 2020). En este contexto, es esperable que una hoja
con sintomas severos de la enfermedad pueda deshidratarse mas rapidamente que una
hoja sana, y por ende mostrar una mayor severidad de estrés hidrico (menor valor de
potencial hidrico de la hoja al mediodia), especialmente en areas con una alta demanda
evaporativa atmosférica (> 3,0 kPa). Debido a la relacidon que existe entre potencial

hidrico de la planta y conductancia estomatica de las hojas, una importante disminucion
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del potencial hidrico de la hoja en plantas severamente enfermas podria asociarse a
caidas considerables de la conductancia estomatica. La disminucion de la conductancia
estomatica puede a su vez inducir una menor fotosintesis, mermando el ingreso de CO:
a la hoja y con ello afectando otros procesos, tales como la eficiencia del fotosistema II.
No obstante, ningun parametro fisiolégico present6 una correlacion significativa (p > 0,05)
con la incidencia y la severidad de la enfermedad medida en el huerto durante el ensayo
(Tabla 3 y 4). Esto probablemente puede estar asociado a la baja severidad de los
sintomas que no logro afectar directamente la fisiologia de las plantas.

Tabla 3. Promedios de parametros fisiolégicos medidos en plantas de kiwi cv. Hayward
en huerto comercial ubicado en Dadinco

SWP (Mpa) Gs Fv/Fm PAR out PAR in IAF
Promedio ensayo -0,27 546,7 0,735 2094,9 850,1 2,754

Tabla 4. Analisis de correlacion de los parametros fisiologicos medidos en plantas de kiwi
cv. Hayward en huerto comercial ubicado en Dadinco.

Pearson Correlation Coefficients, N = 30
Prob > |r| under HO: Rho=0
Transf ID
SWP gs Fv/Fm PARout PARIn IAF MN Incidencia incidencia
SWP 1 02134 0.1065 0.0891 -0.2387  0.2790 0.1065 0.1944 0.1983
0.2574 0.5751  0.6396 0.2039  0.1354 0.5754 0.3032 0.2934
gs 0.2134 1 0.0465 0.4334 -0.3973  0.3895 0.1152 0.0663 0.0613
0.2574 0.8068  0.0167 0.0297  0.0333 0.5444 0.7277 0.7476
Fv/Fm 0.1065 0.0465 1 -0.2512 -0.1618  0.1428 0.3091 0.3375 0.3445
0.5751 0.8068 0.1805 0.3928  0.4516 0.0965 0.0681 0.0623
PARout 0.0891 0.4334  -0.2512 1 -0.2550 0.3076 -0.0581 -0.1758 -0.1802
0.6396 0.0167  0.1805 0.1737  0.0981 0.7601 0.3531 0.3403
PARIn -0.2384  -0.3974 -0.1618 -0.2559 1 -0.9663  -0.0347 -0.0847 -0.0762
0.2039 0.0297 0.3928  0.1737 <.0001 0.8554 0.6560 0.6889
LAI 0.2790  0.3895 0.1428 0.3076 -0.9669 1 0.0001 0.0601 0.0535
0.1354 0.0333 0.4516  0.0981 <.0001 0.9995 0.7522 0.7786
MN 0.1065 0.1152  0.3091  -0.0588 -0.0347  0.0001 1 0.7666 0.7623
0.5754 0.5444  0.0965 0.7601 0.8554  0.9995 <.0001 <.0001
Incidencia 0.1944 0.0663 0.3375 -0.1758 -0.0847  0.0601 0.7666 1 0.9992
0.3032 0.7277 0.0681  0.3531 0.6560  0.7522 <.0001 <.0001
Transf ID
incidencia 0.1983 0.0613  0.3445  -0.1802 -0.0762  0.0535 0.7623 0.99928 1
0.2934 0.7476  0.0623  0.3403 0.6889  0.7786 <.0001 <.0001
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No obstante, las dificultades ambientales que no favorecieron el desarrollo de la
enfermedad, los resultados de esta investigacion muestran que el uso de las cepas Ca2
y ChC7 de P. protegens en una formulacién en polvo u oleosa reducen las infecciones
por Psa en kiwi, por lo que su uso es una opcion interesante para el biocontrol de la

bacteriosis del kiwi en terreno.

CONCLUSION

El consorcio de bacterias Psa, Pss y Pv, que causan la bacteriosis del kiwi, son
inhibidos por las cepas individuales puras y formulados en polvo de las cepas Ca2 y ChC7
de P. protegens bajo condiciones in vitro. Los formulados en aceite no mostraron
actividad antagonista sobre las tres bacterias fitopatégenas estudiadas bajo condiciones
in vitro.

En plantas de macetas, no se logré determinar un efecto controlador significativo en
todas las formulaciones, sélo en las pretratadas con la formulacion WP RGM2328.

La combinacion de las cepas Ca2 y ChC7 de P. protegens con el bioproducto
bacteriano Nacillus®, permiti6 una mayor reduccién de severidad e incidencia bajo
condiciones de maceta y de campo.

Los formulados en polvo y oleoso a base de las cepas Ca2 y ChC7 de P. protegens
disminuyen significativamente la severidad de la bacteriosis del kiwi en plantas de kiwi

bajo condiciones de terreno, bajo condiciones de infeccion moderadas de la enfermedad.
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ANEXQOS

Anexo 1. Recuento de unidades formadoras de colonias (UFC mL?), sobre placas Petri
con medio sdlido king B, de tratamientos y patdgenos utilizados en las pruebas de

antagonismo in vitro.

Tratamiento Experimento 1
P. protegens Ca2 5,0x 108
P. protegens ChC7 2,0 x 108
P. syringae pv.actinidiae 2,7 x 10°
P. syringae pv. syringae 8,0 x 10°
P. viridiflava 2,3 x10°
OIL RGM 2328 2,0 x 107
OIL RGM 2329 6,7 x 106
WP RGM 2328 6,0 x 106
WP RGM 2329 2,3 x 107

Unidades formadoras de colonias mL1
Experimento 2

8,0 x 108
1,3 x 10°
9,0 x 10°
2,7 x10°
6,0 x 10°
4,0 x 106
6,7 x 108
1,7 x 107
3,7 x 107

Anexo 2. Recuento de unidades formadoras de colonias (UFC mL™?) de tratamientos con
bacterias y P. syringae pv. actinidiae aplicados en las pruebas de induccion de resistencia

en plantas de kiwi en macetas.

P. protegens ChC7

P. protegens Ca2

P. syringae pv. actinidiae
Nacillus ®+Ca2+ChC7
OIL RGM 2328

OIL RGM 2329

WP RGM 2328

WP RGM 2329

5,7 x 108
4,0x10°
1,7 x 10°
1,3 x 10°
3,6 x 10
1,0 x 103
2,7 x 10°
1,7 x 103

Tratamiento Unidades formadoras de colonias mL™1
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Anexo 3. Registro promedio diario de temperatura, humedad relativa y punto de rocio
dentro de la cdmara de crecimiento de las plantas de kiwi pretratadas e inoculadas con
Psa durante agosto del afio 2019. Los datos corresponden a la semana de aplicacion de
pretratamientos, seguido de la semana luego de inocular Psa.
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Anexo 4. Registro promedio diario de temperatura, humedad relativa y precipitacién

acumulada desde octubre a diciembre del afio 2019 y enero a febrero del afio 2020
(Agromet, 2020).
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