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1. INTRODUCCION

La observacidon en plantas de sintomas y signos de enfermedad, implica determinar la causalidad
y factores que interactian e influyen negativamente en el normal crecimiento y desarrollo de
éstas. La causalidad puede estar relacionada con factores bidticos y abidticos que interaccionan
con las plantas; entre los bioticos: bacterias, hongos, virus, protozoos, y entre los abidticos
exceso o déficit de nutrientes, temperatura, luz y humedad. La patologia vegetal nace como una
ciencia que se encarga del diagndstico y control de enfermedades bidticas, desordenes abidticos
o enfermedades fisioldgicas, no incluyendo el estudio de dafios causados por herbivoros como

insectos o mamiferos.

El cultivo de frutales, hortalizas y plantas ornamentales, puede ser afectado por enfermedades
que provocan pérdidas significativas de produccion a nivel mundial, tanto en gastos de
prevencion como cuidado de los cultivos, y pueden generar alteracion en la salud de las personas
tras consumir alimentos contaminados. La investigacion relacionada con fitopatologia es
importante para un adecuado diagnostico y el desarrollo de acciones de control integrado de las
plantas, para reducir pérdidas ocasionadas por agentes fitopatoldgicos y a su vez intensificar la
produccion de los cultivares. Las opciones de control de estas patologias son fundamentalmente
preventivas, basadas en aplicacion de fungicidas de ingredientes activos diferentes,
particularmente en base a cobre, por ejemplo oxicloruro de cobre, oxido cuproso, hidroxido de

cobre y sulfato de cobre pentahidratado, gluconato de cobre.

En el laboratorio de Fitopatologia de la Universidad de La Frontera, se realizd practica
profesional controlada en el periodo entre septiembre del 2013 y enero del 2014, siendo el
profesor guia don Jaime Guerrero Contreras, Ingeniero Agronomo, Mg. Cs., Dr. adscrito al
Departamento de Produccion Agropecuaria. Este laboratorio entrega servicios de diagnéstico de
fitopatdgenos para diferentes especies cultivadas, asi como también investigacion relacionada

con aspectos fitosanitarios y de mecanismos de defensa de las plantas.



Las actividades realizadas, se resumen en el acépite objetivos especificos. Las especies vegetales
en las que se estudid algunos aspectos fitopatoldgicos fueron copihue (Lapageria rosea),
arandano (Vaccinium corymbosum), avellano europeo (Corylus avellana) y cerezo (Prunus
avium). Se enfatizé el trabajo en identificacién de hongos y bacterias, ensayos de antibiosis
desde bacterias aisladas de yemas florales y apicales de ardndano, y se evaluo efecto de algunos
fungicidas y bactericidas en el crecimiento in vitro de bacterias y hongos fitopatdgenos, aislados

de copihue, arandano y avellano europeo.

El Objetivo general fue el siguiente: Integrar la metodologia de trabajo de laboratorio
especializado para el diagnéstico y procesamiento de enfermedades en plantas cultivadas;
también se considera relevante la aplicacion del Método Cientifico, la comprension de

interacciones biologicas entre las plantas y el entorno y aspectos de epistemologia.

Los objetivos especificos, se resumen a continuacion:

Reconocer sintomatologias de enfermedades bioticas y abidticas.

Realizar aislamientos in vitro de fitopatdgenos.

Identificar hongos y bacterias fitopatogenas.

Desarrollar ensayos de inhibicién in vitro, de hongos y bacterias, fitopatégenos.
Elaborar informes de diagndstico fitosanitario emitidos por el laboratorio.

Analisis estadisticos basicos (ANDEVA, comparacion media, analisis cluster y regresion).
Disenar y analizar experimentos simples de laboratorio.

Recopilar informacidn bibliografica actualizada, segn tematica.

Redactar escritos utilizando normas estilo de relacion cientifica.

Elaborar presentaciones electronicas.

Comprender la interaccion planta patégeno (mecanismos de defensa de las plantas).
Valorar la interaccién entre ciencia y arte.

Interactuar con otras personas en un contexto de trabajo cooperativo multidisciplinario.
Potenciar la conciencia de respetar y conservar la naturaleza y la biodiversidad.

Analizar los conceptos de ética y moral, y filosofia de la ciencia (epistemologia).
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1  Lasenfermedades de las plantas y su importancia.

Tanto en ecosistemas agricolas como naturales, las plantas son afectadas por patégenos que
reducen su productividad, su fecundidad y su sobrevivencia. En sistemas agricolas estas
enfermedades a menudo se traducen en pérdidas econdémicas para los agricultores, precios mas
elevados para los consumidores, y en no pocos casos han resultado en hambrunas en regiones
concretas (Gould, 1991). Enfermedades como el tizon tardio de la papa, el amarillamiento letal
del cocotero, la moniliasis del cacao, el cancro bacteriano de los citricos y muchas otras, han
tenido consecuencias sociales y econdmicas desastrosas en regiones enteras en todo el mundo
(Oerke, 2006).

2.2 Definicion de enfermedad.

En las enfermedades de las plantas varias definiciones han sido propuestas para definir
enfermedad. Algunos consideran enfermedad a cualquier desviacion del funcionamiento
fisiolégico normal de una planta. Otros indican que debe diferenciarse las enfermedades de los
eventos dafiinos puntuales tales como el dafio mecanico. Una de las definiciones mas utilizadas
es la propuesta por Bateman (1978), segtn la cual una enfermedad es “una alteracion fisiologica
dafiina a la planta, causada por la irritacion continua de un agente extrafio”. Se propone ampliar
la definicion de Bateman, y considerar una enfermedad como “una alteracion fisiologica o
morfoldgica negativa causada por accion continuada de un agente extrafio o por la carencia
prolongada de algun factor ambiental esencial para el funcionamiento adecuado del organismo”.
Esta definicion amplia incluye enfermedades de origen biotico, llamadas enfermedades
infecciosas, y enfermedades de tipo abidtico.
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2.3 Hongos fitopatdgenos.

2.3.1 Naturaleza de los hongos. Los hongos constituyen el grupo mas numeroso de
fitopatdgenos. Atacan la mayoria de las especies cultivadas y todas las partes de la planta,
provocando pérdidas econdémicas considerables tanto por el dafio que causan como por el costo
en que se incurre para combatirlos (Lewis et al., 1997). Los hongos constituyen un grupo
polifilético de organismos, es decir, no provienen del mismo tronco evolutivo. Estudios recientes
basados en el analisis del ARN ribosomal demuestran que, por ejemplo, los Oomicetes se
encuentran filogenéticamente més relacionados con las algas doradas que con los hongos no
flagelados o los Quitridiomicetes. Por tanto, el grupo de organismos conocido como
tradicionalmente como hongos constituye una clasificacion artificial que no necesariamente

responde a criterios filogenéticos (Schlegel, 2003).

Es dificil dar una definicion precisa de lo que es un hongo, ya que la Unica caracteristica en
comdn de todos los organismo que el hombre ha clasificado como hongos es la de ser
eucariontes sin clorofila, con pared celular que se alimentan por absorcion de moléculas
organicas (Blair, 2009). Asi se diferencian de las plantas que no pueden sintetizar, y de los
animales en que no pueden ingerir particulas. Las demas caracteristicas que los definen tienen
sus excepciones. La mayoria de los hongos son pluricelulares, a excepcion de algunas levaduras.
Los hongos producen esporas para su reproduccion y la mayoria de ellos posee una estructura
somatica filamentosa. Las enfermedades causadas por hongos producen en sus hospederos una
amplia variedad de tipos diferentes de sintomas. Entre otros los hongos fitopatdgenos pueden
producir sintomas muy diversos, tales como manchas cloréticas y necroéticas, cribados, cancros,
tizones, podredumbres hdmedas o secas, momificaciones, agallas, abolladuras, costras,

ahogamientos, marchitamientos y puastulas (Agrios, 1988).
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2.3.2 Técnica para la identificacion de hongos. Para la identificacion de hongos fitopatégenos
es necesario la observacion de sus estructuras somaticas y reproductivas. Mediante la técnica
de cdmara humeda y/o aislamiento microbiano es posible inducir la aparicion de estas
estructuras. La observacion de las caracteristicas de las estructuras producidas y el uso de claves
taxondmicas son necesarios para determinar el género y la especie del hongo patdégeno (Bridge y
Spooner, 2001). La camara humeda consiste en colocar la muestra enferma en una bolsa de
nylon o un recipiente con un trozo de papel embebido en agua. Es necesario mantener el
recipiente cerrado a temperatura ambiente, hasta que se visualice el signo del hongo. La muestra
a colocar en el recipiente debe estar limpia para que los resultados no se vean alterados por

posibles contaminantes.

2.3.3 Estructuras vegetativas. Las estructuras vegetativas de los hongos corresponden a todos
los tejidos encargados de funciones vitales, menos de la reproduccidn, entre los cuales podemos

encontrar:

a) Hifas: La mayoria de los hongos poseen cuerpo filamentoso provisto de pared celular. A los
filamentos que constituyen el cuerpo o soma vegetativo se les denomina hifas. Al conjunto de
hifas se le denomina micelio. Cuando las hifas no presentan septos, el micelio es denominado

cenocitico o no tabicado y cuando las presenta el micelio se dice que es tabicado.

b) Plasmodio: Se refiere al cuerpo o soma vegetativo de algunos hongos inferiores, el cual esta
constituido por una masa multinucleada, sin pared celular. Son escasos los hongos fitopatégenos
gue poseen soma vegetativo de tipo plasmodial.

c) Esclerocios: Son estructuras de resistencia formados por compactacion de hifas. Estos

esclerocios pueden tener diferentes formas y tamaios.


http://www.pv.fagro.edu.uy/fitopato/cursos/fitopato/practicas/Camara_humeda.html
http://www.pv.fagro.edu.uy/fitopato/cursos/fitopato/practicas/aislamiento.htm
http://www.uoguelph.ca/~gbarron/MISCELLANEOUS/nonsepta.htm
http://www.uoguelph.ca/~gbarron/MISCELLANEOUS/nonsepta.htm
http://www.plantpath.wisc.edu/pp300/docs/rsolani.html
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2.3.4 Estructuras reproductivas de hongos ficomicetes. Los hongos ficomicetes se
caracterizan por poseer micelio cenocitico. Segun reproduccion sexual se clasifican como:

Oomycetes: Esta clase de hongos sexualmente producen oosporas esféricas y de pared gruesa,
que se originan por la union de dos gametos diferentes, el oogonio y el anteridio. Se reproducen
asexualmente mediante conidias flageladas denominadas zoosporas. Estas zoosporas se

encuentran contenidas en cuerpos fructiferos denominados zoosporangios.

Zigomycetes: Esta clase de hongos produce esporas asexuales no moviles contenidas en cuerpos

fructiferos denominados esporangios. Sexualmente producen esporas denominadas zigosporas

2.3.5. Estructuras reproductivas de hongos superiores. Segin Kimati, et al., 1995, las
estructuras reproductivas de hongos superiores no poseen células moviles, son los hongos

terrestres mas evolucionados, se adaptan y colonizan sustratos diversos.

Ascomycetes: La clase ascomycetes se caracteriza por poseer micelio tabicado y producir
esporas de origen sexual denominadas Ascosporas. Estas ascosporas se producen dentro de sacos
Illamados ascas. Las ascas pueden encontrarse en forma libre o contenida en cuerpos fructiferos.

Los cuerpos fructiferos pueden ser de dos tipos: Apotecios y Cleistotecios.

Basidiomycetes: La clase basidiomycetes se caracteriza por tener micelio tabicado y
reproducirse sexualmente mediante la produccion de basidioesporas. Estas son producidas
exdgenamente sobre una estructura Ilamada basidio. Los basidios pueden ser septados o0 no.

Deuteromycetes: Esta clase incluye a los hongos superiores (micelio tabicado) a los que no se
les conoce la reproduccion sexual. En algunos casos por no tener reproduccion sexual, o si la
tienen esta se produce rara vez, o simplemente porgque no se le conoce aun. Estos hongos se
reproducen de forma asexual formando esporas denominadas conidios. Los conidios se forman
libremente o en cuerpos fructiferos. Los conidios pueden unicelular o multicelular pueden tener

forma, tamafio y color muy diferente; ejemplo: obscuro o hialino, sueltos o agrupados.



14

2.3.6 Antecedentes generales de los hongos aislados.

Botrytis cinerea. Este hongo también conocido como " hongo del moho gris ", es un patégeno
que causa graves enfermedades pre y post cosecha en al menos doscientas especies de plantas
(Mirzaei y Goltapeh, 2007) , incluidos los cultivos de importancia agricola y productos
cosechados, como uvas, tomates, fresas, pepinos, flores del bulbo, flores cortadas y plantas
ornamentales. La gama amplia de hospedantes de B. cinerea causa pérdidas econémicas, no sélo
durante el crecimiento, sino también durante el almacenamiento y transporte de los productos
vegetales (Elad et al., 2004). Tambien, las cepas de B. cinerea han demostrado ser muy variable
geneética y fisiolégicamente ( Swartzberg et al., 2008). Varias cepas han desarrollado resistencia
a los fungicidas que los combaten (Latorre, 1984). La sobrevivencia de este hongo tiene lugar
bajo la forma de micelio y esclerocios; esta Gltima, muy resistente a condiciones climéticas,
desfavorables, luego en primavera surgen un nuevo micelio o mas raramente a apotecios
provistos de ascosporas. La diseminacion del hongo estd asegurada por las conidias que se

diferencian de manera abundante a partir del micelio, y desde la primavera hasta el otofio.

Monilinia sp. Es un hongo superior perteneciente al phylum ascomycota. Produce dos tipos de
esporas: ascosporas de origen sexual, contenidas en ascas en cuerpos fructiferos denominados
apotecios y conidios en cadenas, de origen asexual. Las ascosporas se producen en el suelo, en
los apotecios que se forman en las momias que quedaron del afio anterior semienterradas y
protegidas por los pastos. Los conidios se producen sobre la planta en los 6rganos atacados
(frutos momificados, cancros, pedinculos donde hubo una momia). La enfermedad provocada
por Monilinia sp. es conocida como podredumbre morena y afecta principalmente a cultivos de
cerezo, ciruelo y duraznero. Las flores presentan manchas humedas y luego, toman una
coloracion grisacea, marchitandose. M. fruticola penetra directamente en las hojas, a través de
estomas o de la cuticula, si ésta no se ha engrosado. Los pétalos y sépalos se cubren de conidios
cuando hay alta humedad relativa. Las ramas presentan manchas elipticas, pardas y cancros. Los

brotes pueden manifestar cancros de forma oval. (Madia et al., 2007).
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Fusarium sp. Fusarium oxysporum es un hongo cosmopolita que existe en muchas formas
patogénicas, parasitando mas de 100 especies de plantas Gimnospermas y Angiospermas, gracias
a los diversos mecanismos que tiene el hongo para vencer las defensas de muchas plantas
(Bosland, 1988).Hongo perteneciente a la clase deuteromycete. Este presenta numerosas
estructuras llamadas esporodoquios o hifas no diferenciadas donde se agrupan las esporas.
Existen dos tipos de conidios, los macroconidios que son hialinos, tabicados, generalmente con
tres tabiques y microconidios mas pequefios hialinos, unicelulares. Posee células de paredes
engrosadas que acttan como estructuras de resistencias denominadas clamidiosporas pueden ser
terminales o intercalares. Muchas de las especies de este género son sélo saprofitas o patdgenos
muy débiles. Entre los patdgenos de importancia hay dos grupos generales: 1) los que producen
pudriciones del tallo y la raiz, por ejemplo, Fusarium solani y F. roseum; 2) los que producen
marchitez vascular, todos los variantes de la especie Fusarium oxysporium. Estos Ultimos viven
en el suelo y, por lo general, una vez que se establecen en un terreno determinado persisten por
muchos afios. F. oxysporium consiste de diferentes formas, cada una de las cuales se especifica

para una especie hospedante (Michielse y Rep, 2009).

Pestalotiopsis sp. Es un patdgeno secundario, saprofito en tejidos muertos y es un parasito débil
que infecta heridas bajo condiciones hiumedas. La clasificacién en el género se ha basado
anteriormente en la morfologia de los conidios y se estan considerando como importante para
distinguir las especies y géneros estrechamente relacionados. La enfermedad provocada por
Pestalotia sp. se inicia como pequefias areas amarillas y traslucidas; con el tiempo se van
ampliando y se tornan marron oscuro con un halo clorético alrededor (Langenheim, 1990).
Luego la parte central de la lesion cambia a color gris, se vuelve quebradiza y produce puntos
oscuros. Esas estructuras son acérvulos del hongo, los que tiene mucha importancia en el ciclo de
vida del agente causal. Debido a que las nervaduras en cierta forma limitan el crecimiento de la

enfermedad, esta toma generalmente una forma eliptica (Maharachchikumbura et al., 2011).
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2.3.7. Control de hongos fitopatégenos. Los métodos de control de hongos fitopatdgenos se
reducen principalmente al uso de fungicidas o agentes quimicos que eliminan o inhiben el
desarrollo de estos, junto con el uso integrado de buenas practicas culturales, el conocimiento del
patdgeno, la biologia de la enfermedad y la resistencia a las enfermedades. El uso de estos
fungicidas, han generado en algunas zonas que los patdgenos se hagan mas resistentes (Bajkai y
Kang, 2010). También existen organismos capaces de generar metabolitos y enzimas que pueden
inhibir el crecimiento y desarrollo de hongos fitopatogenos, siendo esta una alternativa bioldgica

al tratamiento de plantas afectadas por hongos.

2.3.8. Fungicida evaluado. En el desarrollo de esta practica se evalué germinacion in vitro de
conidias de B. cinerea frente a 3Tac®, un biofungicida que utiliza cepas de Trichoderma spp.
como antagonista natural de ciertos hongos fitopatdgenos que compite con estos por espacio y

nutrientes. Presenta también accion como estimulante de crecimiento radical.

2.3 Bacterias fitopatogenas.

Las bacterias son organismos procariontes que no poseen membrana nuclear. Estas bacterias
causan enfermedades en cultivos en todo el mundo (Gitaitis y Walcott, 2007). Por ejemplo, la
marchitez bacteriana causada por la bacteria Ralstonia solanacearum causa pérdidas severas en
el banano, tomate y tabaco. Los sintomas, incluyendo clorosis, necrosis (lesiones discretas, tizon,

pudricidn, cancro y muerte descendente), marchitez y alteraciones del crecimiento (agallas).

2.4.1 Naturaleza de las bacterias. Las bacterias son procariontes unicelulares con pared
celular. De forma esférica o bacilar (bacilos) o espiral (espirilos). los fitopatdgenos casi todos
son bacilos, de una longitud que vade 1 a5 um., y un ancho de 0,5 a 1 um. En el citoplasma de
la bacteria se encuentra el cromosoma bacteriano, que es un anillo relativamente grande de ADN,
y otras estructuras mas pequefias de ADN, capaces de autor replicarse, llamadas plasmidos. El
ADN cromosomal contiene los determinantes de la identidad y viabilidad de la bacteria, mientras
que los plasmidos estdn mas relacionados con la patogénesis y la resistencia a los factores de

ambiente, incluyendo los antibidticos y fungicidas (Young et al., 2001).
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2.4.2 Caracteristicas morfologicas y bioquimicas de Pseudomonas syringae. La bacteria
posee forma de baston, de 0,7-1,2 um de ancho por 1,5-3,0 um de largo, con uno o varios
flagelos polares pudiendo presentarse sola, en pares o en pequefias cadenas. Al ser sembrada en
un medio de cultivo artificial, presenta colonias esféricas de bordes enteros, con un color verdoso

claro brillante, de apariencia vidriosa al ser observada a la luz (Hirano y Upper, 2000).

En el caso de las bacterias fitopatogenas, la patogenicidad es considerada uno de los principales
criterios de identificacion, sin embargo muchos otros son importantes y deben ser atendidos,
como pruebas bioquimicas, de morfologia celular, de dimensiones de las células, aspectos de las
colonias en determinados medios de cultivo, relacién con el oxigeno libre, medios selectivos,
técnicas especiales y métodos de coloracion (Mullard, 2009), siendo esta ultima evaluacién
fundamentada en las propiedades metabdlicas especificas de cada microorganismo y en la
deteccion de la actividad de ciertas enzimas. Hildebrandt et al., (2002), indica que este grupo
bacteriano se divide en dos subgrupos: Pseudomonas fluorescentes y no fluorescentes. Esta
bacteria esta dentro del primer grupo, debido a que al crecer en un medio nutritivo con bajo
contenido de hierro, produce pigmentos fluorescentes, de color verde amarillo, con capacidad de
difundirse. Ogawa y Englis (1991), sefialan que al sembrar la bacteria en el medio de cultivo
artificial King B, se produce un pigmento verde fluorescente soluble en agua, en el cual se

pueden identificar las colonias a la luz ultravioleta.

P. syringae puede ser diferenciada de otras P. fluorescentes en el denominado perfil LOPAT (+--
-+), clasificandola dentro de la seccion la (Lelliott y Stead, 1987) (Cuadro 1). La mayor parte de
las plantas estan en esta seccion (Smith et al., 1992). Este grupo incluye sobre 50 patovares de P.
syringae gque causan un amplio rango de enfermedades en varias especies de plantas (Goszczyska
et al., 2000).
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Cuadro 1. Perfil pruebas LOPAT para la identificacion de Pseudomonas syringae pv. syringae.

Prueba Reaccion

Produccion de Levan +
Produccién de citocromo c-oxidasa -
Pudricion blanda de la papa -
Produccion Argenina- dihidrolasa -
Hipersensibilidad en tabaco +

Fuente. Lelliot et al., 1987; Schaad, 1988; Goszczynska et al., 2000.

2.4.3 Hospederos de Pseudomonas syringae. Pseudomonas syringae es la bacteria
fitopatdgena mas polifaga y ubicua, capaz de causar infeccion en alrededor de 170 especies
diferentes de plantas (Scortichini, 1998, citado por Oyarzuin, 2005). Gran cantidad de especies de

este patdgeno han sido identificadas, la mayoria limitada a un solo género o familia de plantas.

2.4.4 Hipersensibilidad en tabaco. Antes de comenzar cualquier procedimiento con géneros
bacterianos, se debe comprobar la patogenicidad del aislamiento obtenido. Esto se puede hacer
de dos maneras, a través de la prueba de patogenicidad (hipersensibilidad) o mediante los
postulados de Koch. La reaccion de hipersensibilidad es una mecanismo de defensa de las
plantas frente a la introduccion de un patégeno, en el cual, si se produce una relacion de
hospedero-parasito incompatible, se produce una répida necrosis y una desecacién brusca en el
parénquima de la zona inyectada, previniendo asi el avance del patégeno (Klement y Goodman,
1967). Estos autores indican que esta prueba consiste en inyectar en forma subepidermal una
suspension bacteriana de aproximadamente 1x1078 ufc/ml en hojas de Nicotiana tabacum L.
Con algunas especies de Pseudomonas se puede observar una de las tres siguientes reacciones:

a) Combinacion hospedero-patogeno compatible. No hay reaccion de hipersensibilidad.

b) No patdgenas en tabaco, pero patdgenas en otros hospederos. Produce una reaccion

hipersensitiva, necrosandose el tejido infiltrado en 24-48 horas.

C) Saprofitos, solo se presenta una leve clorosis a los 3-4 dias.
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2.4.5 Fuentes de indculo y diseminacion. Las poblaciones epifiticas de Pseudomonas syringae
se pueden distribuir ampliamente en las plantas aparentemente sanas y en tejidos de plantas
hospederas como no hospederas (Hirano y Upper, 2000), siendo considerada por muchos autores
como la principal fuente de inéculo (Dowler y Weaver, 1975; Latorre y Jones, 1979).
Secundariamente, la bacteria puede sobrevivir en tejidos enfermos con cancros desarrollados en
ramas o troncos (Latorre, 1984). Los cancros junto a las poblaciones epifiticas de la bacteria,
constituyen la principal fuente de inoculo de la enfermedad. La diseminacion de este patdgeno se
produce a través del agua que se arrastra en las estructuras de la planta después de una lluvia,
desde donde la bacteria puede alcanzar y penetrar las cicatrices foliares en otofio durante la caida
de las hojas o en primavera a través de las cicatrices dejadas por las yemas al abrir (Latorre,
1984). El injerto y porta injerto pueden traer el fitopatdgeno desde vivero, siendo una importante
fuente de diseminacion (Azarenko, 1995). La diseminacion de las bacterias ocurre a través del
salpicado de las gotas de lluvia, acompafiada de arrastre de gotas por viento; también hay

posibilidad de transmision bacteriana mediante aerosoles.

2.4.6 Control de Pseudomonas syringae. La necesidad de mayor produccion de alimentos
para satisfacer las necesidades de un mundo en crecimiento, ha estimulado una extensa
investigacion orientada a combatir las plagas y enfermedades de plantas y animales, intensificar
los rendimientos y aumentar el valor nutritivo de los alimentos. En la actualidad, el empleo de
los plaguicidas en la agricultura se incrementa cada dia, como también lo hace la cantidad de
productos que se expanden en el mercado bajo variadas presentaciones comerciales con
caracteristicas fisicas, quimicas y toxicoldgicas muy diversas (Guerrero, 1999). Latorre (1984)
indica que los tratamientos quimicos con compuestos cupricos se han empleado como la Unica
herramienta para reducir la incidencia y severidad de esta enfermedad. EI mecanismo por el cual
el cobre ejerce su accion bactericida a nivel celular es combinandose con la membrana
plasmaética por atraccion electrostatica y luego, penetrando por el medio de los canales iénicos,
alterando la permeabilidad, lo que resulta en una fuga de iones y metabolitos de poco peso.
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Dentro de la célula el ién Cu*? se une a los aminoacidos que contienen sulfuros, resultando en la
desnaturalizacion de proteinas. Cabe sefialar que la continua aplicacion de productos clpricos
para el control de patologias bacterianas ha provocado una seleccion de cepas resistentes, lo que
explicaria por qué en algunos huertos no se logra un control eficiente. Debido a esta
problemdtica, se han descubierto nuevas formas de control de esta patologia, como lo sefialado
por Cooksey (1987), quién trabajando en plantas de tomate logr6 reducir significativamente la
infeccion de P. syringae pv. tomato utilizando cepas no patdgenas que compiten con cepas

patdgenas, produciéndose un control bioldgico de la enfermedad.

2.4.7 Bactericidas evaluados. A continuacion se entregan antecedentes generales de los tres

bactericidas evaluados en este trabajo.

Mastercop. Es un fungicida-bactericida preventivo de enfermedades en frutales, vides y
hortalizas. Su ingrediente activo es el sulfato de cobre pentahidratado 25,63% p/v (256,3 g/L), el
cual pertenece al grupo quimico de los compuestos de cobre. Su modo de accion es de contacto.
Este producto esta formulado como suspension concentrada, el cual se diluye en agua para ser

aplicado en forma de aspersion directa.

Cupratec. Contiene cobre (Cu) al 5% en forma de Gluconato de Cu. Este producto
principalmente corrige carencias de cobre, ademas de ejercer efecto bactericida, no produce
fitotoxicidad y activa las enzimas vegetales del sistema de autodefensa de las plantas. Esta
especialmente disefiado para el tratamiento indicado de citricos, hortalizas, frutales, vid,
ornamentales e industriales. Su aplicacion es de foliar con una concentracion de 250cc/100 L.

Kocide. Es un fungicida cuprico que contiene Hidroxido de cobre al 53 % p/p. Tiene finalidad
preventiva y de Contacto contra importantes enfermedades causadas por hongos y bacterias en
almendros, damascos, cerezos, arandanos, limoneros, naranjos, duraznero, nectarino, frambueso,

Kiwi, manzano, nogal, peral y vides.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1  Ubicaciony duracién de la préctica.
Esta préctica profesional se realizo en el Laboratorio de Fitopatologia del Instituto de

Agroindustria de la Universidad de La Frontera, durante septiembre de 2013 a enero del 2014.

3.2 Materiales.

3.2.1. Equipos. Camara de flujo laminar ESCD 5096, micropipeta Eppendorf High Tech Lab.,
modelo V3, autoclave vertical Ortmann , destilador de agua Kotermann, modelo 1032, cdmara de
cultivo Kotermann, modelo 2737 — 122 L., vortex Labline, modelo 1291, agitador magneético
Arquimed, modelo 752 A, estufa de esterilizacion Heraeus univ. /8108801, modelo T-5042-2,
microscopio optico Olympus, modelo CX21, lupa estereoscépica Carl Zeiss, modelo Stemi
DRC, refrigeradores marca Sindelen, modelo 360, termometro digital Hanna Instrumentos,
modelo HI98501-1, balanza Arquimed, modelo Acculab V-600, estandar 0,5 McFarland.

3.2.2. Material vegetal. Ramillas, yemas y flores de ardndano, ramillas y frutos de cerezo,

raices y hojas de copihue.

3.2.3. Otros materiales. Agua destilada, alcohol, algodon hidrofobo, bandejas plasticas, bolsas
de papel y pléastico, papel absorbente, papel aluminio, para film, papel de envolver, pinzas
metalicas y puntas de micropipeta.

3.2.4. Medios de cultivo. Se utilizd6 medio de cultivo selectivo King B para P. syringae v el
medio de cultivo semi selectivo YDC para X. corylina (agar 15 g., glucosa 20 g., extracto de
levadura 10 g., y carbonato de calcio 20 g.). También se utiliz6 medio de cultivo APD para el

aislamiento de hongos.
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3.3 Métodos.

3.3.1 Aislamiento de hongos. Las distintas muestras con las cuales se realizaron los
procedimientos, eran provenientes de cultivos de arandano, copihue y cerezo. Entre los tejidos
encontramos principalmente hojas, tallos, frutos y raices. Las muestras fueron separadas por
sintomatologia aparente a enfermedades producidas por fitopatdgenos y se almacenaron a una

temperatura de entre de 7°C + 2 en un refrigerador hasta su préximo uso.

Para el aislamiento de los hongos que presentaban estas especies, se realizd un reconocimiento
visual de las estructuras fungicas, como cirros, picnidios y micelios que presentaban los tejidos
vegetales examinados: hojas, raiz, fruto, tallo y pistilo de la flor de ardndano (Figura 1). Los
distintos tejidos fueron llevados a cdAmara himeda preparados con papel y agua estéril dentro de
una bandeja o placa Petri y dejados tapados a temperatura ambiente. Posterior a 4 dias se realiz6
un primer acercamiento a la morfologia celular de los hongos, realizando frotis fresco con el

micelio de los hongos.

Figura 1. a) Hoja de copihue con cirros de Pestalotia sp. b) Ramilla de arandano con
sintomas y signos de Fusarium sp. c) Pistilo de flor de ardndano con signos de B. cinerea.
Fuente. Material propio.
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3.3.2 Cultivo de hongos. Los micelios, cirros, picnidios de los distintos hongos fueron
sembrados bajo campana de flujo laminar en Agar papa dextrosa (APD) y cultivados a 24°C * 2
en una camara de cultivo. Con crecimiento del micelio en la placa Petri (4 dias aprox.), se
procedio a observar bajo lupa estereoscopica y microscopio optico con amento de 40x y 100x la
forma de las hifas y conidios de los distintos hongos.

3.3.3 Pruebas de identificacion morfolégica de hongos. La identificacion de los distintos
hongos se realizd a través de un frotis fresco en portaobjetos y visualizados en un microscopio
Optico con aumento de 40x., luego fueron fotografiados con una camara integrada en el
microscopio, y visualizados con el software computacional MShot Digital Imaging System, para
obtener el registro de las estructuras observadas. Estos hongos fueron identificados en base a
claves dicotomicas de hongos imperfectos (Barnett, 1960). No se realizd pruebas de

identificacidn bioquimicas para ninguno de los hongos estudiados.

3.3.4 Aislamiento de bacterias. El aislamiento del género P. syringae se realizd por medio
cortes realizados entre tejido enfermo y sano en hojas de copihue y ramillas de cerezo de
aproximadamente 5 mm? (figura 2 y 3). Posteriormente este se dispuso en placas Petri con medio
de cultivo King B para presenciar el crecimiento de colonias bacterias después de 48 horas de
cultivo a 25°C * 2. P. syringae, fue aislada tras una siembra por agotamiento en medio de cultivo

King B desde la proliferacion bacteriana de los tejidos vegetales de copihue sembrados.



Figura 2. Hoja de copihue con sintomas de P. syringae y trozos de tejido
dispuestos en medio de cultivo King B. Fuente. Material propio.

Figura 3. Ramillas de cerezo con sintomas de P. syringae y trozos de
tejido dispuestos en medio de cultivo King B. Fuente. Material propio.

24
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3.3.5 Pruebas de identificacién morfoldgica y bioquimica de Pseudomona syringae. Una vez
aisladas las bacterias desde las hojas enfermas de copihue, se procedid a observar
morfoldgicamente las colonias bacterianas que pudiesen pertenecer al género Pseudomonas, esto
segun forma, color, tipo de bordes, elevacién y consistencia en medio YDC. Las cepas
bacterianas escogidas, fueron colocadas bajo luz ultravioleta para verificar la deteccién de
pigmentos fluorescentes en medio King B y clasificarlas como probables P. syringae.

Luego se procedié a realizar el perfil LOPAT segun Lelliot y Stead, (1987), el cual consta de las
siguientes pruebas; produccion de levan, presencia de citocromo oxidasa, pudricion de la papa,
presencia de argenina dihidrolasa e hipersensibilidad en tabaco, para determinar el patovar

correspondiente. También se realizé las pruebas de tincién de Gram y produccion de catalasa.

3.3.6 Capacidad de nucleacion del hielo de Pseudomona syringae. La capacidad de nucleacion
del hielo se evalu6 segun la metodologia descrita por Cazorla et al., (1998). Con un asa, se tom6
cultivos de 24 h. de las 2 cepas bacterianas de las cuales de preparo una suspension a una
concentracion de 30 x 1078 ufc/ml., en 5 ml. De agua destilada estéril en tubos de ensayo. El
control solo contenia agua destilada estéril con el mismo volumen de agua. Posteriormente los
tubos se sumergieron por diez minutos en un vaso precipitado con una solucion anticongelante
de alcohol- agua en proporcion 1:1 y a temperatura estable de -5°C. Se registré un resultado
positivo, cuando el liquido contenido en el tubo el cual contenia la suspension bacteriana, se

congel6 claramente y que el tubo no presentara congelacion.

3.3.7 Diagnostico de Pseudomona syringae en ramillas de arandano.

a) Recepcién de la muestra. Las ramillas de arandano fueron recibidas en el Laboratorio de
Fitopatologia y ordenadas segun tratamientos (Figura 4). Cada una de las ramillas fue examinada
visualmente para evaluar sintomas de la enfermedad, en el tejido su epidérmico en la zona del

nudo de la rama y en yemas florales apicales de las ramillas.

b) Camara himeda. Se dispuso en camara himeda 30 yemas florales por repeticion en cada

tratamiento (90 yemas); sumando en total 810 yemas examinadas (9 tratamientos) (Figura 4).
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c) Siembra de yemas apicales y florales de ramillas de arandano. Para la identificacion de
P.syringae en yemas apicales y florales de ramillas de ardndano fue necesario extraer por
separado 70 yemas apicales y florales en placas Petri con 3 repeticiones cada tratamiento en
medio de cultivo King B y cultivadas a 25°C por 48 horas.

d) Pruebas de identificacion. La identificacion morfoldgica de P. syringae, se realizd siguiendo
el protocolo de tincion de Gram con una posterior visualizacion de las células microbianas en un

microscopio dptico con amento de 100x con aceite de inmersion.

o

Figura 4. Ramillas de ardndano y cdmara hiumeda en placa Petri para la proliferacion de
hongos. Fuente. Material propio.

Figura 5. Siembra de yemas apicales y florales de ardndano en medio King B.
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3.3.8 Susceptibilidad in vitro de P. syringae a bactericidas cuapricos.

a) Material biologico. Las cepas bacteriana de X. corylina (avellano) y P. syringae (copihue y
cerezo) fueron cultivadas en el Laboratorio de Fitopatologia, de la Universidad de La Frontera.
Se repicO mediante siembra por agotamiento tanto para X. corylina (avellano) como para P.
syringae en placas Petri con medio YDC y en medio King B respectivamente, con el proposito

de obtener colonias puras y aisladas.

b) Tratamientos. Se evalu6 7 concentraciones de bactericidas cupricos mas el control, cada una
con 3 repeticiones. Las concentraciones para todos los productos fueron de 0 ppm, 100 ppm,
1000 ppm, 2000 ppm (dosis comercial), 5.000 ppm y 10000 ppm.

c) Preparacion medios de cultivo. Los medios de cultivos fueron preparados usando la formula
C1*V1=C2*V2 para cada una de las concentraciones en evaluacion se utilizo 50 ml. de agua

destilada, desde una solucion madre e 100.000 ppm.

d) Siembra bacteriana. Se sembro en estrias con las cepas de P. syringae (aislada de cerezo) y

P. syringae (aislada de copihue) y X. corylina (aislada de avellano europeo).

e) Disefio experimental y analisis estadistico. Los datos obtenidos fueron analizados en base a
un disefio completamente aleatorizado, con 3 repeticiones por tratamiento, considerando cada
placa Petri como una unidad experimental. El anlisis estadistico de los datos paramétricos
consider6 ANDEVA y el promedio de los tratamientos fue calculado a través de la prueba de

Tukey al 5%. Los datos fueron analizados por el programa STAT statistics.
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3.3.9 Efecto de 3Tac® en germinacion de conidios de Botrytis .cinerea.

a) Preparacion medio de cultivo. Para poder visualizar el efecto inhibitorio que tiene 3Tac®
frente al crecimiento y formacion del tubo germinativo de los conidios de B. cinerea, se procedid
a generar un medio de germinacién de conidios en base a agar agua autoclavado. Las
concentraciones utilizadas para la realizacion del ensayo fueron: 0 ppm (control negativo), 1000
ppm, 2000 ppm, 4000 ppm y 10000 ppm de 3Tac®. Cada concentracion con 3 repeticiones para
ambos cultivares. El célculo de concentraciones se realiz6 para un volumen final de 100 ml en

agua destilada estéril en matraces Erlenmeyer de 250ml.

b) Inoculacion de conidios en medio Agar agua. Los conidios de B. cinerea fueron cultivados
desde el micelio del hongo aislado en agar papa dextrosa. Utilizando lupa estereoscépica y pinza,
se esparcieron los conidios sobre agar agua. Estos se incubaron a 24°C en camara de cultivo,

siendo fueron examinados a las 48 horas de crecimiento.

c) Aspersion de 3Tac® sobre conidios de B. cinerea. Las concentraciones de 3Tac® fueron
asperjadas sobre las placas Petri que contenian las conidias. Se cuantifico (%) la cantidad de
conidias germinadas en las concentraciones en estudio, a las 24 y 48 horas de cultivo en camara
a26+2°C.

d) Disefio experimental y analisis estadistico. Los datos obtenidos fueron analizados en base a
un disefio completamente aleatorizado, con 3 repeticiones por tratamiento, considerando cada
placa Petri como una unidad experimental. El anlisis estadistico de los datos paramétricos
consider6 ANDEVA vy el promedio de los tratamientos fue calculado a través de la prueba de
Tukey con una probabilidad del 5%. Los datos fueron procesados en el programa STAT

statistics.
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3.3.10 Prueba de bioantagonismo. Se evalud efecto inhibitorio in vitro del bactericida

bioldgico Nacillus sobre Pseudomonas syringae y sobre Xanthomonas corylina.

a) Aislamiento bacteriano. Las colonias de X. corylina se aislaron en medio YDC desde tejido
sintomatico de avellano europeo cv. Barcelona proveniente de plantacion comercial ubicada en
Allipen, Region de La Araucania. P. syringae, se aislo en medio King B desde tejido sintomatico
de arandano cv. Brigitta, de plantacion comercial ubicada en Freire, Region de La Araucania.

b) Multiplicacién del inoculo. Las cepas bacterianas de Nacillus, fueron multiplicadas en
matraz con caldo Nutritivo liquido, manteniendo en agitacion por 24 horas a 20°C.

¢) Concentraciones evaluadas de Nacillus. 100-200-500-1000-2000-4000-8000 ppm.

d) Cultivo bacteriano de bacterias fitopatogenas. Cada aislado puro de X. corylina y P.
syringae, fueron multiplicados en matraz con 200cc de medio de cultivo Nutritivo Liquido,
manteniendo en agitacion por 24 horas a 20°C, para su multiplicacion.

e) Antibiosis. Siembra en césped sobre Agar Nutritivo en placa de Petri, se esparcié 1 ml del
cultivo de la bacteria fitopatdgena, el exceso de liquido bacteriano fue retirado. Inoculacién de
Nacillus: en 4 orificios, realizados con sacabocado de 0,5cm en medio de cultivo, se agrego 100
ul del cultivo liquido del Nacillus en Agar nutritivo. Las placas fueron mantenidas en
refrigerador por 2 horas, luego se incubaron en estufa de cultivo a 25°C. Evaluacion: halos de
inhibicion (mm) medidos con regla en 4 posiciones equidistantes, a las 24 y 48 horas de
incubado, promedio de 3 mediciones por halo, 3 halos por placa, 3 placas por tratamiento, total
27 por tratamiento. Disefio experimental completamente al azar, cuatro repeticiones, cada placa
fue la unidad experimental; testigo placas con las bacterias patdgenas y otras con Nacillus.

f) Inhibicion por competencia. Siembra de bacteria fitopatdgena (X. corylina o P. syringae) en
placa de Petri con Agar Nutritivo, en forma de lineas paralelas (3) equidistantes y a continuacion
se sembrd extracto de Nacillus en linea perpendicular a las realizadas; luego se incubaron a 25°C
por 5 dias. Se cuantifico la cantidad (%) de crecimiento de la bacteria fitopatdgena invadida por
colonias bacterianas de Nacillus; promedio de 3 mediciones por placa y 12 por tratamiento.

Disefio completamente al azar, cuatro repeticiones, cada placa Petri fue la unidad experimental.
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4. PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

4.1 Caracterizacion morfolégica de los distintos hongos aislados.

Botrytis cinerea. El crecimiento micelial del hongo fue moderado y de color gris, con formacion
de abundantes esclerocios (Figura 6). Se distingue inicialmente micelio de color blanco y a
medida que va envejeciendo se tornan gris pardo con abundantes esclerocios de color negro
distribuidos irregularmente en el medio, estas caracteristicas coinciden con las sefialadas por
Avila (1993) y Millan (1996).

Microscopicamente B. cinerea, presento los extremos de las hifas ramificados, al comienzo de su
formacién se ven hialinas, con el tiempo se tornan pardas o negras (Pifieros y Rivera, 1988). La
celula terminal de cada ramificacion tiene forma de ampolla a partir de la cual se forma en un
denticulo, conidia hialina, esférica o elipsoide y ligeramente pigmentada. Poseen doble

membrana (Jarvis, 1997) y su tamafio aproximadamente es de 10 x 8.5 um.

Figura 6. Botrytis cinerea: conidioforo (10x lupa estereoscépica), esclerocios y conidias 40x.
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Pestalotiopsis sp. Macroscopicamente este hongo presentd acérvulos de color negro, discoides o
en forma de cojin, la colonia es de color blanco y forma circulos concéntricos (Figura 7),
también este presentd conidioforos cortos con conidias oscuras, unicelulares hialinas, células con
extremos puntiagudos, elipsoides, con apéndice apical. Esta descripcion morfol6gica estuvo
basada en libro de claves dicotdmicas de Barnett (1960). Para precisar la especie se necesita de
mayores estudios morfolégicos y genéticos, ya que el hongo estd asociado a una especie

endémica chilena, de la cual no hay referencias publicadas de los fitopatégenos que le afectan.

Figura 8. Conidios 40x Pestalotia sp. y acérvulos en medio APD.
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Fusarium oxysporum. Las caracteristicas macroscépicas de las colonias en agar PDA tienen un
aspecto aterciopelado de color blanco amarillento con tono rosado. Reverso amarillo o con
colores pdrpura. Microscopicamente las macroconidias de F. oxysporum eran de paredes
delgadas, fusiformes, largas, moderadamente curvadas en forma de hoz, con varias células y de 3
a 5 septos transversales, con la célula basal elongada y la célula apical atenuada; las
macroconidias de tamafio de 27 a 46 um de largo por 3.0 a 4.5 um de ancho (Nelson et al.,
1964).

Figura 9. Ramillas de arandano, aislamiento de Fusarium oxysporum en APD vy
Macroconidios de Fusarium sp.
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Monilia sp. El micelio de este organismo es de color blanco y abundante en medio de cultivo, las
conidias de presentan un color rosado, de una ceélula, corta y redondeada, catenulada
acropetalmente (forma de conidiacion en la cual se forman cadenas de conidios), los
conidiéforos son ramificados, estas células difieren de las células conidiales mayores (Barnett,
1960).

Figura 10. Frutos de cerezo parasitado con Moniliasis sp. Aislamiento en APD de
Moniliasis sp. y conidios de Moniliasis sp. Fuente. Material propio.
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4.2 Caracterizacion morfoldgica y bioguimica de Pseudomonas syringae aislada de cerezo.

De los aislamientos realizados se evidencid diferentes tipos de colonias en el medio de cultivo
YDC, producto de la contaminacion bacteriana procedente del lugar de recoleccion. Este medio
de cultivo segln Schaad (1998), permite discriminar entre bacterias que producen colonias color
amarillo correspondiente al género Erwinia y Xanthomonas, y blanco corresponde a
Pseudomonas, constituyendo el primero criterio de clasificacién para bacterias fitopatdgenas.
Aquellas colonias que presentaban forma circular, coloracién blanco crema, bordes lisos con
elevacion convexa y consistencias mucilaginosas, fueron seleccionadas como Pseudomonas. Las
colonias bacterianas tipificadas se repicaron sobre medio de cultivo King B a fin de purificar el
aislamiento y obtener un nuevo inéculo, para posteriormente observarlas bajo luz ultravioleta de
manera de confirmar la presencia de pigmentos fluorescentes. Todas las placas Petri con los
aislamientos bacterianos puros de las 2 cepas, ubicados bajo luz ultravioleta mostraron

fluorescencia (figura 12), clasificandolas como Pseudomonas syringae.

Cuadro 2. Pruebas usadas para la caracterizacion bioquimica de las cepas de P. syringae.

Prueba Colonia A Colonia B
Tincion Gram Bacilos Gram negativos Bacilos Gram negativos
Oxidasa ) (+)
Catalasa (+) (+)
Argenina dihidrolasa (+) )
Pudricion de la papa (+) (+)
Hipersensibilidad en tabaco ) )
Produccién de Levan (+) (+)
Nucleacion hielo (+) )

Crecimiento YDC Colonia blanca cremosa Colonia blanca cremosa
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Este test fue establecido por Lelliot y Stead, (1987) con el propdsito de reducir la incerteza al
efectuar una caracterizacion bacteriana de P.. syringae y establecer un sistema de clasificacion
estandar para las especies de Pseudomonas y sus respectivos patovares, ya que los métodos de
identificacion con los que se trabajaba en esa época, no permitian una diferenciacién clara entre

las especies patdgenas y saprofitas.

Figura 12. a) Cepas de P. syringae en medio YDC. b) Cepas de P. syringae en medio King B.
c) Prueba Argenina dihidrolasa. d) Pudricion de la papa e) Tincion Gram. f) Fluorescencia.
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4.3 Diagnostico fitosanitario de Pseudomona syringae y otros fitopatdégenos en ramillas de

arandano.

No se detectd lesiones necrdticas en las ramillas. En medio de cultivo King B se dispusieron 5
yemas vegetativas y 5 yemas florales por repeticion (3), totalizando 15 yemas por tratamiento y
135 yemas en total (9 tratamientos), y mantenidas en camara de cultivo a 28 grados Celsius.
Transcurrido 3 dias, no se detectd desarrollo de P. syringae; tipificadas en funcién de
caracteristicas morfolégicas, medio de cultivo selectivo y fluorescencia en luz ultravioleta. No
obstante es de consignar que se detectd en un 90 % de los casos examinados desarrollo
bacteriano, con 3 tipos de colonias descritas a continuacion:

a) Colonias color blanco de forma irregular con bordes ondulados, de elevacién plana con una
superficie plegada y de consistencia membranosa.

b) Colonias color crema de forma irregular con bordes enteros, de elevacion convexa con una
superficie lisa y de consistencia cremosa.

c) Colonias color crema de forma irregular con bordes enteros de elevacion plana con una
superficie lisa y de consistencia cremosa. Se detectd los siguientes hongos: Botrytis cinerea

(30%), Penicillium sp. (20%), Fusarium sp. 1%. No se detectd evidencias de P. syringae.

Figura 13. a) Crecimiento bacteriano desde yemas florales en medio King B. b) Proliferacion
de hongos en camara himeda.
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4.3.1 Antibiosis entre bacterias aisladas de las yemas de arandano. Durante el desarrollo y
observacién de resultados del diagnostico fitosanitario de Pseudomona syringae en ramillas de
arandano, se apreci0 interaccion microbiana inhibitoria de bacterias de especie del genero
Bacillus spp, sobre P. syringae, las principales cepas bacterianas que inhibian (Figura 15) fueron
aisladas para futuros estudios en la busqueda de microorganismos de control biolégico de
fitopatogenos.

Figura 14. Antibiosis generada entre bacterias en el cultivo de yemas vegetativas y yemas
florales de arandano.

Figura 15. Colonias predominantes del cultivo de yemas de arandano
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4.4 Evaluacion de susceptibilidad de Xanthomonas corylina a bactericidas cupricos.

Se evaluaron tres bactericidas cupricos sobre X. corylina aislado de avellano europeo establecido
en plantaciones comerciales en la Region de La Araucania; los resultados se incluyen a

continuacién, para Mastercop (Figura 16), para Kocide (Figura 17) y para Cupratec (Figura 18).

Tanto Mastercop como Kocide inhibieron el desarrollo de X. corylina desde 1000 ppm de
producto comercial, consecuentemente la dosis efectiva media debiera situarse entre 100 y 1000
ppm. En el caso de Cupratec la eficacia de este bactericida fue menor, situdndose la inhibicion
completa de X. corylina, a una concentracion superior a 10000 ppm. Los activos de los productos
evaluados son diferentes, Mastercop corresponde a un cobre pentahidratado a una concentracion
de 50%, Kocide a hidroxido de cobre a una concentracion de 46% y para Cupratec el activo es
glucanato de cobre al 5%. En parte el diferencial de eficacia que se obtuvo se explica por el
activo y la concentracion de este en el producto comercial evaluado. La Dosis Efectiva (DE50)
media no fue calculada, ya que para determinar dicho parametro se debe realizar mayor cantidad

de pruebas entre las concentraciones de inhibicion y no inhibicion de la bacteria.

Los bactericidas evaluados son de uso habitual en avellano europeo, utilizdndose una dosis
comercial entre 200 g y 300 g por 100 litros de agua, lo que equivale entre 2000 ppm y 3000
ppm, en los tres casos evaluados las dosis comerciales, no ejercieron un control en el crecimiento
bacteriano. Este resultado no era esperable ya que para que una molécula se considere
potencialmente activa debe tener una alta eficacia a concentraciones inferiores a 100 ppm.
Consecuentemente estos resultados tienen un carécter parcial y deben ser repetidos, para
determinar las razones por las que la eficacia obtenida fue muy inferior a lo esperado. También
es de consignar para que un activo sea comercializado se han realizado innumerables pruebas
durante muchos afos, para asegurar la efectividad de la dosis comercial. La resistencia de esta
bacteria a los bactericidas evaluados, es una presuncion poco valida, en tanto la presion e estos

bactericidas cupricos sobre esta bacteria ha sido minima en condiciones de campo.
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Figura 16. Inhibicién in vitro de X. corylina segin concentraciones (ppm) de Mastercop.

0 100 1000 2000 5000 10000 ppm

Figura 17. Inhibicion in vitro de X. corylina segin concentraciones (ppm) de Kocide.

0 100 1000 2000 5000 10000 ppm

Figura 18. Inhibicién in vitro de X. corylina segin concentraciones (ppm) de Cupratec.




4.5 Susceptibilidad de bactericidas cupricos sobre Pseudomona syringae de cerezo.

Se evaluaron 3 bactericidas cupricos sobre P. syringae aislado de cerezo establecido en

plantaciones comerciales en la Region de La Araucania; los resultados se incluyen a

continuacién, para Mastercop (Figura 22), para Kocide (Figura 23) y para Cupratec (Figura 24).

Para el caso de Mastercop la inhibicion bacteriana se genera a partir de una concentracion de

2000 ppm (dosis comercial). La dosis efectiva media (DE50) se encuentra entre 2000 y 5000

ppm. Kocide al igual que Cupratec, inhiben el crecimiento de P. syringae a una dosis efectiva

media entre 5000 y 10000 ppm. Para precisar la DE50 se requiere realizar pruebas de inhibicion

in vitro entre los valores limites de inhibicion para cada bactericida ocupado.

0 100 1000 2000 5000 10000 ppm

Figura 22. Inhibicion in vitro de P. syringae segin concentraciones (ppm) de Mastercop.

- =
0 100 1000 2000 5000 10000 ppm

Figura 23. Inhibicion in vitro de P. syringae segin concentraciones (ppm) de Kocide.

0 100 1000 2000 5000 10000 ppm

Figura 24. Inhibicion in vitro de P. syringae segun concentraciones (ppm) de Cupratec.
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4.6 Dosis efectiva media de Cupratec sobre X. corylina de avellano y P. syringae de cerezo.

Tras definir el rango de susceptibilidad de las cepas bacterianas a este bactericida, se realizo el
calculo de nuevas concentraciones para definir la dosis efectiva media (DE) de inhibicién. Para
ambas cepas se realiz6 una nueva serie de concentraciones las cuales fueron 5000 ppm, 6000
ppm, 7000 ppm, 8000 ppm, 9000 ppm y 10000 ppm. Posteriormente se realizd el mismo

procedimiento de siembra y cultivo descrito en la metodologia.

K @)

0 5000 6000 7000 8000 9000 10000 ppm

Figura 25. Inhibicion in vitro de X. corylina segn concentraciones (ppm) de Cupratec.
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Figura 26. Inhibicién in vitro de P. syringae segin concentraciones (ppm) de Cupratec.
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Los limites inhibitorios de crecimiento para X. corylina estan entre 5000 y 6000 ppm. de
concentracion de Cupratec (Figura 25), por otro lado, P. syringae se inhibe entre 6000 y 7000
ppm de concentracion (Figura 26). Finalmente se realizd una serie de concentraciones en
relacion al resultado anterior de cada una de las cepas; para X. corylina se utilizaron
concentraciones de 0 ppm, 5000 ppm, 5250 ppm, 5500 ppm, 5750 ppm y 6000 ppm Yy para P.
syringae de 0 ppm, 6000 ppm, 6250 ppm, 6500 ppm, 6750 ppm, 7000 ppm. Podemos apreciar
que para X. corylina la dosis efectiva media se encuentra entre 5000 y 5250 ppm (Figura 27) y

para P. syringae entre 6000 y 6250 ppm (Figura 28).

0 5000 5250 5500 5750 6000 ppm
Figura 27. Inhibicién in vitro de X. corylina segin concentraciones (ppm) de Cupratec

0 6000 6250 6500 6750 7000 ppm
Figura 28. Inhibicion in vitro de P. syringae segun concentraciones (ppm) de Cupratec
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4.7 Efecto de 3Tac® en germinacién de conidios de B. cinerea.

Para cuantificar el porcentaje de conidias germinadas se observo con objetivo de 40x, luego de
48 horas y 30 dias de cultivo. Los resultados se detallan en el Cuadro 4. EI mayor porcentaje de
conidias germinadas se detecto en placas con concentraciones de 0 ppm (93%) en el caso de y en
3Tac® hubo inhibicidn de conidias segun la concentracion evaluada; a 1000 ppm (24%) y 2000
ppm (23%) entre 2000 ppm y 4000 (0%). (Figura 29).

Cuadro 4. Promedio de conidias germinadas de Botrytis cinerea en 48 horas y 30 dias.

Concentracién (ppm) 48 horas 30 dias
0 93¢ 72¢
1000 2,4b 6,7¢C
2000 23b 55b
4000 0,0a 0,0a
10000 0,0a 0,0a

*Las distintas letras en cada columna indican la diferencia significativa segun Tukey (p < 0,05).

,_.
o

0 ppm 1000 ppm 2000 ppm 4000 ppm 10000 ppm
Concentraciones 3Tac®

% Germinacion de conidias
O = b W s h Oy ~1 0O ND

Figura 29. Germinacion de conidias de B. cinerea tras 48 horas de cultivo.
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La germinacion de las conidias de B. cinerea tras 30dias de cultivo, aument6 comparadas con 48
horas de cultivo. Consecuentemente el fungicida tuvo efecto fungicida a una concentracion
mayor a 2000 ppm y a menor concentracion pierde efectividad y aumenta la cantidad de conidias
germinadas (Figura 30). La efectividad de este producto en relacidn a la concentracion y tiempo
de aplicacion es importante dado las consecuencias econémicas que trae a los distintos

productores cosechar productos contaminados.
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0 ppm 1000 ppm 2000 ppm 4000 ppm 10000 ppm
Concentraciones 3Tac®
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Figura 30. Germinacion de conidias de B. cinérea luego de 30 dias de cultivo.

4.8 Prueba de bioantagonismo.

4.8.1 Pseudomonas syringae.

a) Antibiosis. Todas las concentraciones evaluadas de Nacillus inhibieron el desarrollo en medio
de cultivo Agar Nutritivo; la intensidad de esta accidon inhibitoria difirio entre las
concentraciones y no fue directamente proporcional al aumento en la concentracion evaluada.
(Cuadro 5). A mayor concentracion mejor eficacia, en la siguiente secuencia de significancia:
8000 ppm (15,8mm) mayor que 4000 ppm (10,3mm) y 2000 ppm (9,6 mm) este ultimo sin
diferir de 1000 ppm (7,8mm) que fue similar a 500 ppm (6,1mm) y 200 ppm (5,4 mm), los que
no difirieron entre si; en el caso de 100 ppm (2,4 mm) fue similar estadisticamente al testigo. El

halo de inhibicion de Nacillus sobre P. syringae fue poco evidente (Figura 31).
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Figura 31. Antibiosis de Nacillus sobre Pseudomonas syringae a las 24 horas de incubado a
25°C; 100 ppm, 200ppm, 500ppm y 1000ppm.
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Figura 32. Inhibicidn por antibiosis de Nacillus sobre Pseudomonas syringae en medio de
cultivo Agar Nutritivo, a las 24 horas de incubado a 25%C.

Cuadro 5. Inhibicién por antibiosis de Nacillus sobre P. syringae en medio de cultivo Agar
Nutritivo, segun concentracion (ppm) de Nacillus, a las 24 horas de incubado a 25%C.

Concentracion 0 100 | 200 |500 | 1000 | 2000 | 4000 | 8000 | Prom.
(ppm)
Halo inhibicién 00a|24a|54b|61b|78bc|96c |103c|158d]82
(mm)

Promedio de 27mediciones por tratamiento. Letras distintas indica diferencia significativa. Tukey P<0,05.
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b) Inhibicion por competencia de Nacillus sobre Pseudomonas syringae. En el Cuadro 6 y
Figura 33, se incluye los resultados; la eficacia de inhibicion por competencia de Nacillus sobre
P. syringae, fue baja (promedio 8,18% rango 4,58-11,07), La significancia fue la siguiente: 8000
ppm no difirié significativamente de 4000 ppm y este de 1000 ppm, las 3 concentraciones fueron

significativamente superiores a 500 ppm. La inhibicion por competencia fue de poca intensidad.

Figura 33. Inhibicion por competencia de Nacillus sobre Pseudomonas syringae en medio Agar
Nutritivo, a los 5 dias de incubado a 25° C.

Cuadro 6. Inhibicion por competencia(%) de Nacillus sobre Pseudomonas syringae en medio de
cultivo Agar Nutritivo, a los 5 dias de incubado a 25°C

Concentracién (ppm) 500 1000 4000 8000 Prom.(%)

Capacidad competir (%) 458a [8,23b |940bc |11,07c |8,18
N=Letras distintas indica diferencia significativa, Tukey P  <0,05. N= 4,5cm.
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Figura 34. Inhibicion por competencia (%) de Nacillus sobre Pseudomonas syringae en
medio de cultivo Agar Nutritivo a los 5 dias de incubado a 25° C.

4.8.2 Xanthomonas corylina.

a) Antibiosis. Todas las concentraciones evaluadas de Nacillus inhibieron el desarrollo de
X.corylina en medio de cultivo Agar Nutritivo; la intensidad de esta accion inhibitoria difirio
significativamente entre las concentraciones y no fue directamente proporcional al aumento en la
concentracion evaluada. A mayor concentracion mayor eficacia, a saber: 8000 ppm (11,5mm)
significativamente mayor que 4000 ppm (8,2mm) y 2000 ppm (7,9mm); los que no difirieron
significativamente de 1000 ppm (7,3mm), 500 ppm (6,8mm) y 200 ppm (6,2mm), estos Ultimos
a la vez estadisticamente similares entre si y a 100 ppm (4,9mm); el mejor resultado se obtuvo
con las tres concentraciones mayores 8000, 4000 y 2000 ppm. Cuadro 7 y Figura 35. Es de
consignar que fue muy evidente la antibiosis de Nacillus sobre X. corylina (Figura 36).

Cuadro 7. Inhibicién por antibiosis de Nacillus sobre Xanthomonas corylina en medio de
cultivo Agar Nutritivo, segin concentracion (ppm) de Nacillus, a las 24 h de incubado a 25%C.
Concentracion 0 100 | 200 500 1000 | 2000 | 4000 | 8000 Pr.
(ppm)
Halo inhibicién 00a |[49b|62bc [68bc |73bc |79Cc |81c |115d |62

mm
PSomed)io de 27mediciones por tratamiento. Letras distintas indica diferencia significativa. Tukey P<0,05.
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Figura 35. Inhibicién por antibiosis de Nacillus sobre Xanthomonas corylina en medio de
cultivo Agar Nutritivo, a las 24 horas de incubado a 25°C.

Figura 36. Antibiosis de Nacillus a 8000 ppm, sobre Xanthomonas corylina a las 48 horas de
incubado a 25°C,
b) Inhibicion por competencia de Nacillus sobre Xanthomonas corylina. La eficacia por

competencia (Figura 37) de Nacillus sobre X. corylina, es de nivel medio, en promedio 22,88%
(rango 11,55% - 31,38%); la secuencia de mayor a menor eficacia de Nacillus segun las
concentraciones fue la siguiente: significativamente similares 8000 ppm (31,4% %) y 4000 ppm
(28,6 %), esta ultima lo fue de 1000 ppm (20,0%), todas fueron significativamente superiores a
500ppm (11,6%). Cuadro 8 y Figura 38. La inhibicion por competencia de Nacillus sobre X.

corylina ha sido muy consistente.
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Figura 37. Inhibicion por competencia de Nacillus a 8000 ppm, sobre Xanthomonas corylina en
medio Agar Nutritivo, a las 24 horas y 5 dias de incubado a 25° C.

Cuadro 8. Inhibicion por competencia(%) de Nacillus sobre Xanthomonas corylina en medio de
cultivo Agar Nutritivo, a los 5 dias de incubado a 25°C.

Concentracion (ppm) 500 1000

4000

8000

Prom.(%)

Capacidad competir (%) | 11,55a | 20,00b

28,60bc

31,38¢c

22,88

N=Letras distintas indica diferencia significativa, Tukey P <0,05. N=4,5cm.
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Figura 38. Inhibicion por competencia(%) de Nacillus sobre Xanthomonas corylina en medio
de cultivo Agar Nutritivo a los 5 dias de incubado a 25° C.
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5. CONCLUSIONES

Durante el periodo de practica se logro integrar de manera conjunta diversos conceptos y
técnicas de laboratorio relacionadas con el proceso de diagndstico, asilamiento e

identificacion de hongos y bacterias fitopatdgenos.

En lo especifico se identificaron 4 hongos fitopatdgenos (Botrytis cinerea, Monilia laxa,
Monilinia sp. Pestalotiopsis funerea, Fusarium oxysporum; y las bacterias Pseudomonas
syringae y Xanthomonas corylina. Otras logros fueron determinar eficacia in vitro de

fungicidas y bactericidas en cepas de P. syringae y

En lo formativo se cumpli6 el prop6sito de consolidar conocimientos biotecnoldgicos,

aplicados en el area de la fitopatologia aplicada.

La compilaciéon de informacion bibliografica, el analisis de informacién cuantitativa y
cualitativa y la elaboracion del escrito de las actividades realizadas, han constituido un
factor importante en el desarrollo de capacidades investigativas, sustentada en el método

cientifico.

La actividad préctica involucrd también diversos aspectos valdricos que contribuyeron en
la formacion profesional y en potenciar la comprension del entorno natural y social. Junto
con reconocer la importancia de estos principios ética cientifica, en el desarrollo de las

ciencias basicas y aplicadas.
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6. RESUMEN

Se desarroll6 una practica profesional en el laboratorio de Fitopatologia de la Universidad de La
Frontera, entre septiembre del 2013 y enero del 2014, siendo el profesor guia don Jaime
Guerrero Contreras, Ingeniero Agronomo, Mg. Cs., Dr. Este laboratorio entrega servicios de
diagnostico de fitopatdgenos para diferentes especies cultivadas, asi como también investigacion

relacionada con aspectos fitosanitarios y de mecanismos de defensa de las plantas

Las actividades realizadas se resumen en el acapite objetivos especificos, las especies vegetales
fueron copihue (Lapageria rosea), arandano (Vaccinium corymbosum), avellano europeo
(Corylus avellana) y cerezo (Prunus avium). Se procedié a la identificaciébn de hongos y
bacterias, ensayos de antibiosis desde bacterias aisladas de yemas florales y apicales de
arandano, y se evaluo el efecto de algunos fungicidas y bactericidas en el crecimiento in vitro de

bacterias y hongos fitopatdgenos, aislados de copihue, arandano y avellano europeo.

Durante el periodo de préactica se aprendio técnicas de laboratorio relacionadas con el proceso de
diagndstico, aislamiento e identificacion de hongos y bacterias fitopatogenos. Los logros
obtenidos fueron los siguientes: En lo especifico se identificaron 4 hongos fitopatogenos
(Botrytis cinerea, Monilia laxa, Monilia sp. Pestalotipsis funérea, Fusarium oxysporum vy las
bacterias Pseudomonas syringae y Xanthomonas corylina; conocer el proceso de diagndstico de
causalidad asociadas con enfermedades de plantas cultivadas; se determino eficacia in vitro de
fungicidas y bactericidas. En lo formativo profesional se cumplié el propdsito de consolidar
conocimientos biotecnoldgicos, aplicados en el area de la fitopatologia aplicada.

La compilacion de informacion bibliogréafica, el analisis de informacion cuantitativa y cualitativa
y la elaboracidn del escrito de las actividades realizadas, han constituido un factor importante en
el desarrollo de capacidades investigativas, sustentada en el Método Cientifico. La actividad
practica involucro también diversos aspectos valoricos que contribuyeron en la formacién
profesional y en potenciar la comprension del entorno natural y social. Junto con reconocer la

importancia de este en el desarrollo de las ciencias basicas y aplicadas.
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Anexo 1. Analisis fitopatoldgico ramillas florales y vegetativas de arandano.

| ANALISIS FITOPATOLOGICO

MUESTRA : 850

SOLICITUD : 0694

FECHA DE INGRESO :27.09.13

FECHA DE INFORME :16.10.2013

PROCEDENCIA . At: Sr. Guillermo Sotomayor Romero.

Camino Santa Barbara Km. 2,9. Los Angeles.
Fono: 77657217 Email: sotomayorgf@gmail.com.
TIPO DE MUESTRA: Ramillas (90) de ardndano. Cultivar Liberty.

SINTOMAS Y DIAGNOSTICO.
1. A simple vista y bajo lupa estereoscépica, no se observé sintomas de anormalidad, tanto
en yemas vegetativas como yemas florales. No se detectd lesiones necroticas en las ramillas
(Figura 1).
2. Se dispusieron en camara himeda 30 yemas florales por repeticion para cada tratamiento
(90 yemas); sumando en total 810 yemas examinadas (9 tratamientos). Se detecto los siguientes
hongos: Botrytis cinerea (30%), Penicillium sp. (20%), Fusarium sp. 1% (Figura 2). No se
detectd evidencias de Pseudomona syringae.
3. En medio de cultivo King B se dispusieron 5 yemas vegetativas y 5 yemas florales por
repeticion (3), totalizando 15 yemas por tratamiento y 135 yemas en total (9 tratamientos), y
mantenidas en cadmara de cultivo a 28 grados Celsius. Transcurrido 3 dias, no se detecto
desarrollo de Pseudomona syringae; tipificadas en funcién de caracteristicas morfoldgicas,
medio de cultivo selectivo y fluorescencia en luz ultravioleta. No obstante es de consignar que se
detectd en un 90 % de los casos examinados desarrollo bacteriano; distinguiéndose 3 tipos de
colonias (Figura 4):
a. Colonias color blanco de forma irregular con bordes ondulados, de elevacion plana con una
superficie plegada y de consistencia membranosa (Figura 4a).
b. Colonias color crema de forma irregular con bordes enteros, de elevacion convexa con una
superficie lisa y de consistencia cremosa (Figura 4b).
c. Colonias color crema de forma irregular con bordes enteros de elevacién plana con una
superficie lisa y de consistencia cremosa (Figura 4c.)

CONCLUSION
En ninguna de las muestras analizadas se evidencio la presencia de Pseudomona Syringae.
INVESTIGADOR RESPONSABLE JAIME GUERRERO C.

Ingeniero Agronomo. Mg. Dr.
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~igura 1.

Recepcion de las ramillas de ardndano y
seccion de yema floral sana.

Figura 2.
Yemas florales de ramillas de arandano en
camara humeda.

Proliferacion de hongos tras proliferacion en
camara humeda.

~igura 3.

Yemas florales y vegetativas de TA (TOA,
T1A, T2A) en medio de cultivo King B. Se
puede apreciar diversidad de colonias
bacterianas.

Yemas florales y vegetativas de TB (TOB,
T1B, T2B) en medio de cultivo King B. Se
puede apreciar diversidad de colonias
bacterianas.

Yemas florales y vegetativas de TC (TOC,
T1C, T2C) en medio de cultivo King B. Se
puede apreciar diversidad de colonias
bacterianas.

Figura 4.

Colonias predominantes en los diferentes
cultivos. a) Colonia blanca, b) colonia crema
elevacion convexa, c) colonia crema
elevacion plana.
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Anexo 2. Resultados de germinacion de conidias Botrytis cinérea con programa estadistico
STAT statistics.

ANOVA Table for v 48 h by trt

Source Sum of Sguares Df Me:
Between groups 175,02

Within groups 2,02 10
Total (Corr.) 177,04 14

Multiple Range Tests for y 48 h by trt

trt Count Mean Homog
4 3 0,0 X

3 3 0,0 X

2 3 2,3 X

1 3 2,4 X

0 3 9, 3 X

ANOVA Table for y 30 d by trt

Source Sum of Sguares D f Mean Sqg:t
Between groups 154,563 4 38, ¢
Within groups 1,20667 10 0,12
Total (Corr.) 155, 769 14

Multiple Range Tests for y 30 d by trt

Yy
trt Count Mean Homogenec
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ATSLAMTENTO E TDENTLFLCACION DE HONGOS FLTOPATOGENOS
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DONFERTMTEMTA CA ALUACTD BACTEOTAIRABTINIOLTEA MALCTIINIC
PROCEDIMIENTO EVALUACTON BACTERTCIDABIOLOGICO NACTLLUS




CONCLUSIONES

DURANTE £ PERTO0Q DE PROCTICA SE L0GUD NTEGRAL 3¢ MANEEA CONTRNTA DIVELSUS CONCEPTES Y TECTOAS BE LABIRATINID RELACTONARAS
000 L PRCESD DE DLAGMGSTICO, ASTLAMTENTO E IDENTIFICACTEN BE BONGASY MACTERLAS TWOMATECENS.

£ 10 ESPECEFTOD SE TRENTIFTCARGN & 304G FIUOPATSCEN0S A0 (INETEd, MOWIIA LALK, FESTROTIOASIS 57, FUSALTIN GIIPiy)
LS SCTERLS AENMOWAS SIINEAFS Jiw ROMWAS COTIN 4 TTRRS L06RES FUmM DETERMTNAR £ TCACTA TH VITED 3¢ AMGICAS ¥
SACTEICTOAS B CEPAS 0% 7 SITENGAE

4 L0 FORMATIVD SE QAPLTS £1 P0OPESTTO DE CONSALIDAR (OMOCTMIENTES STOTECMOLOSICNS, ARLICADS B4 B REA O€ LA TRATNeela
APICSA.

L& COMPTLACTEN 9% THZORMACTON STBTOSRETEA, B AMALISTS OF TNFRUMACTON CUANTITATIVA ¥ CUALTTATIVA ¥ L4 ELADMACTOM 32
ESAETT BE LAS ACTIVIDARES REALLZARAS, 3N CONSTITUTOO U FACTOR TMPBETANTE EW £ DESAREOD B CAPACTDARES TWVESTIGATIVAS,
SUSTENTADA M 1 WET300 CIswTEFTOD.

L4 ACTIVIRAS PRACTICA TMVGLUNRD TAVBTEW BIVELSOS ASPECYRS VALGRLCOS GUE CONTITSYYERD EM LA FORMACTEN PROFESIONAL Y B
POTENCTAR LA COMPRENSTON DEL ENTOTND WATRAL Y SOCTAL TUMTO COM TECOMOCER LA TUROTTANCTA OF £5T05 ARIMCTPIIS £TICA COENTEFIL,
£ EL DESARRDLLD BF LAS CIRCTAS AUSICAS Y AMTERSS.

_GRACTAS POR SU ATENCION
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