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Agentes causales de la Pudricion Acida

Cconsenso:

1.

El o los agentes son oportunistas (hongos, levaduras y
algunas bacterias)

Cualquiera gue sea el agente, no responde bien a
los fungicidas tradicionales

La presentacion de la PA ocurre entre la pinta y la
cosecha

Un factor gatillante de la PA es la alta humedad
ambiental
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Agentes asociados a la Pudricién Acida

» Hongos:

Penicillium, Ulocladium, Cladosporium y Rhizopus, Aspergillus,
Penicillium, Aerobasidium, Mucor, Rhizopus y Alternaria.

> Levaduras:

Saccharomyces, Candida, Pichia, Issaschtenia y
Zygosaccharomyces

> Bacterias:
Acetobacter, Gluconobacter, Gluconoacetobacter
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Agentes causales de la Pudricion Acida

No existe Consenso:

1.

Respecto a cual(es) es o son los agentes que gatillan la
patologia.

Tampoco se conoce cual es la secuencia de aparicion
de cada uno de los potenciales agentes causales
(hongos, levaduras y algunas bacterias)

Respecto a los mecanismos patogenicos involucrados

Respecto a medidas eficaces, preventivas o de control



Instituto de Nutricion y Tecnologia de los Alimentos

Universidad de Chile

www.inta.cl

Proyecto 1. FONTEC 203 3498
“Rol de las Bacterias Acéticas en la PA"

v Objetivo
Aislar y caracterizar bacterias acéticas, en uvas
enfermas de los cv Thompson seedless y Red

globe provenientes de distintas regiones de
Chile.
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DISENO: Muestreos realizados

 Uvas con sintomas de PA 172

e Uvas sanas : 148

e Muestras Ambientales* . 48
Total Muestras analizadas . 368

* Hojas, sarmientos y suelo.
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DISENO: Muestreo por etapa fenolégica

* Pinta . 59
 Precosecha . 62
 Cosecha 71
« Remanente de cosecha : 80
« Poscosecha (%) . 74
 Ambientales . 23
i
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Brote Brote Brote Brote Inlcln da Plana flor Gra no Grann Clerre Pinta Precosecha
Scm 20em 40 cm B0 cm 4-5 mm 8-9 mm Racimo

(*) Solo se analiz6 uvas sanas
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AMBIENTALES
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Material y Métodos

1. Recuperacion de bacterias acéticas

Agar GyC 37°C X 24 hrs
Agar WL

2. Recuento de Hongos filamentosos y
levaduriformes

Agar Papa Dextrosa 30°C X 48 hrs

3. Identificacion de bacterias acéticas

4. Inoculacion experimental
a) Preparacion de inoculos
b) Proceso de inoculacion
c) Recuentos
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RESULTADOS
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Armbientales Sanas PA

B = ) Tipo de muestra
® Positivas  ® Negativas
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Frecuencia de bacterias acéticas en
vides con PA

A. pasteurianus; Asoc.
7% A.aceti+G.hansenii;
6%

—

G. oxydans; 1%

G. hanseniigzgls2

I 71%
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Prevalencia de bacterias acéticas en
vides con PA por Region

51%
070, °
] = I I |
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Regiones

= Positivas = Negativas



Instituto de Nutricion y Tecnologia de los Alimentos

Universidad de Chile

www.inta.cl

Especies de bacterias acéticas en uvas con
PA por Regidn

Tipo de muestra

® A aceti = G.hansenii = G.oxydans = A. pasteurianus Asoc. A.aceti+G.hansenii
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Prevalencia de bacterias acéticas en uva
con PA segun etapa productiva

Pinta Precosecha Cosecha Remanentes
Etapa productiva

® Ambientales 1 Enfermas ® Sanas
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PCR: ldentificacion de género bacterias acéticas

6 7 8 9 1011 12 13 14 15 16 1/ 18

870 bp —

“— 600 bp

Linea 18. 100 bp DNA ladder
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Identificacion de especies de bacterias acéticas:

Restriction Fragment Length Polymorphisms (RFLP)
1 OXONROIOGIGIONO

Linea 1. 100 bp DNA ladder

Linea 2. Acetobacter aceti (870 bp)

Linea 3. Acetobacter pasteurianus (490 + 380 bp)
Linea 4. Acetobacter aceti

Linea 5. Acetobacter aceti

Linea 6. Gluconoacetobacter hansenii (670 + 200 bp)

Linea 7. Acetobacter aceti

Linea 8. Acetobacter pasteurianus

Gel de Agarosa al 2%
Enzima: Taq|l

Enviado a Publicacion: Appl. Environ Microbiology, 2005



Proteinas de superficie de A. aceti

Método de extraccidon acida con glicina.

200
116
97

66
Linea 1. AC 38-1 Acetobacter aceti (Th V)

Linea 2. AC 22-7 Acetobacter aceti (Rg M) 45

Linea 3. AC 319-1 Acetobacter aceti (Rg VI)
Linea 4. AC 7-4 Acetobacter aceti (Rg IV)

31

PM: Marcador de peso molecular 21

14

Electroforésis en Gel de Acrilamida al 12%
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Recuento de bacterias acéticas, hongos y
levaduras segun tipo de muestra (og UFcrg)

“h na
o

Rcto {log 10)

Ambientales

Tipo de muestra

@ Hongos @ Levaduras [ Bacterias acéticas
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PA: Recuento de bacterias acéticas, hongos y
levaduras segun etapa productiva (log UFC/g)

Rcto {log 10)

Pinta* Precosecha Cosecha Remanente Poscosecha

Tipo de muestra
B Bacterias acéficas B Hongos filamentosos




| noculacion exgerimental

A. aceti +
3 dias después: Cryptococcus humicola
To: 30°C
HR: 80%

Dia 5: baya decolorada, pérdida de
turgencia.

Dia 8: pérdida de gran cantidad de
exudado con fuerte olor avinagre




Proyecto 2: DI MULT 04/05-2

Identificacidon de Acetobacter aceti y de
potenciales Biocontroles

G. Figueroa, Lab. Microbiologia, INTA, U. de Chile
J.L. Henriguez, ppto. Sanidad Vegetal, Fac. de Ciencias Agronémicas, U. de Chile

L. LOpez, Fac. de Ciencias Quimicas y Farmacéuticas, U. de Chile
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OBJETIVOS:

1. Caracterizar cepas de A. aceti aisladas de uva de mesa
afectada por pudricion acida.

2. Evaluar la capacidad antagonica de la bioflora natural de
vides sobre bacterias acéticas.

3. Evaluar resistencia a antifiangicos en cepas de la bioflora
de vides.

4. Evaluar susceptibilidad a antibacterianos en cepas la
bioflora de vides.
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METODOLOGIAS

1. Caracterizacion de A. aceti mediante ERIC — PCR

(Versalovic et al, 1991. Nucleic Ac Res).

Amplificacidon de secuencias intergénicas repetitivas de consenso de
enterobacterias: 17 cepas de A. aceti (Regiones V y Metropolitana).

2. ldentificacion de Biocontrol:

Método de inhibicion en placa %

Agar Muller Hinton

- Pre-seleccién (BGA y E. coli) o

Observacion halos de

- Panel de cepas de A. aceti inhibicién (7 dias)

3. Evaluaciéon de actividad antifungica y antibacteriana.

Método de difusion en agar
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Perfiles de ERIC-PCR de cepas de A. aceti aisladas de
uvas con pudricién acida

Condicién Variedad

de lauva de uva Regien

1. Ac 7-4a Sana RG \Y)

g Vo e— "M — g — vV — 2. Ac 7-4b Sana RG \Y
S 1234 56 78 910 S1112 13 141516 17 3. Ac 22-7 Sana RG RM
4. Ac 299-1 PA RG RM
5. Ac 80-8 PA RG RM
6. Ac 148-1 PA TS RM
7. Ac 233-6 PA TS RM
3000pb 8. Ac 235-4 PA TS RM
5’8828 9. Ac 237-5 PA TS RM
10. Ac 240-7 PA TS RM

500pb 11. Ac 113-2 Sana RG Vv
L0020 12. Ac 165-5 PA RG Vv
13. Ac 261-6 PA RG Y,

14. Ac 174-2 PA TS Y,

15,Ac 175-2 PA TS Y

16. Ac 175-4 PA TS Y

17. Ac 167-6 PA TS Y
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CONCLUSIONES

« Acetobacter aceti aparece como la principal especie de
bacterias acéticas asociada a vides con pudricion acida.

« En 5/17 cepas de A. aceti se detectd un mismo patron de ERIC-
PCR, todas ellas provenian de uvas con PA:

- 2 cepas de la Region Metropolitana

- 3 cepas de la 'V Regidn

Perfil constituido por 3 bandas (700, 1200 y 1500 pb).

 Los perfiles restantes fueron diferentes entre si
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. RESULTADOS

Preseleccion de Biocontrol:
Actividad antibacteriana de cepas ambientales
provenientes del ecosistema natural de vides

Cepa blanco N° positivas (%) halo
Bacillus BGA 187 42 (22) 10 mm
E. coli ATCC 25922 187 2 (1) 15mm
Ambos 187 (3)

Total 187 50 (26)
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Actividad antagénica de 14 cepas
ambientales frente a A. aceti.

Biocontrol A. aceti 1 A. aceti 2 A. aceti 3 A. aceti 4 A. aceti 5
1 v v v v v
2 v v v v v
3 v v
4 v v
5 v v v
6 v v
7 v v
8 v
9 v
10 v
11 v v v
12 v
13 v v v
14 v v v

| Halos deinhibicion >4 mm |

*Todas las cepas inhibidor as pertenecian al Género Bacillus.
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Evaluacidon de actividad antagénica mediante
ensayo de inhibicién en placa
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Resistencia de cepas ambientales (N= 52) a Antibacterianos

N\

resist.
29%

Acido nalidixico . Ampicilina Cloramfenicol

Gentamicina y Ciprofloxacino Cefalotina

(Ampicilina (10 pg), Cloramfenicol (30 pg), Cefalotina (30 pg), Acido nalidixico (30 pg), Gentamicina (10 pg),
Ciprofloxacino (5 pg), Tetraciclina (30 pg), Estreptomicina (10 pg) y Eritromicina (15 pg).
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Resistencia de cepas
ambientales a antibacterianos

4/52 (8%) de las cepas ensayadas presentaron resistencia
simultanea a 3 o0 mas antibioticos

Una de ellas (bacilo Gram positivo) aislada de uva sana de la IV
Region presento resistencia a 8 antimicrobianos simultaneamente.

34/52 (65%) cepas presentaron resistencia entre 1 y 2 antibioticos

Solo 14/52 (27%) fueron sensibles a los 9 antimicrobianos
evaluados.
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Efecto de fungicidas sobre bacterias
de la bioflora natural de vides

45‘ B 10 ppm 0O 100 ppm

Inhibicion (% cepas)

BC 1000 Benomilo Iprodione Kresoxym metil Ciprodinil + Fenhexamide +
fludioxonil tebuconazole
|
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Resistencia de cepas ambientales (n=48)
a antifangicos

La mayoria de las cepas resultaron sensibles a los agroguimicos
empleados.

BC-1000 fue el fungicida que presentd una mayor actividad
antibacteriana con un 50% de inhibicion de las cepas ambientales,
a 10y 100 ppm i.a.

Las mezclas de fungicidas C+F y F+T tuvieron actividad sobre un
22,9y 16,7 % de las cepas, respectivamente.

* Los fungicidas evaluados fueron BC — 1000, benomilo, iprodione, kresoxym metil, ciprodinil + fludioxonil,(C+F) y
fenhexamide + tebuconazole (F+T), en concentracionesde0, 1, 10y 100 ppmi.a.



Universidad de Chile

www.uchile.cl

Resistencia de cepas ambientales (n=48)
a antifdngicos

 |prodione inhibié el crecimiento de 4/48 cepas (8,3%), benomilo y
kresoxym metil solo una cepa.

e 36/48 (75%) cepas mostraron algun grado de inhibicion a la mayor
concentracion del fungicida.

* 6/48 cepas (12,5%) evaluadas fueron resistentes a los fungicidas
incluidos en el estudio.
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Material y Métodos

Inoculacion experimental

a) Preparacion inoculos:

. Acetobacter 50 ml Caldo Schram
. Levaduras 50 ml Caldo BHl
. Incubacion: 30° C X 24 hrs.

Los indculos se ajustan a DO = 0.260, equivalente a 8 X 108 UFC / ml

b) Proceso de Inoculacion: (condiciones)

- Peso de racimos: 100 - 150 gr.
- Inéculo: 105 UFC / ml
- Forma de inoculacion: Inmersiéon



