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1. Resumen

En Chile, el cultivo de cerezos se ha vuelto potencialmente atractivo para los agricultores,
ya que permite obtener grandes ingresos debido al mercado especifico que posee y su
alta demanda en contraestacion. Actualmente la principal enfermedad que afecta las
producciones de este cultivo en el pais, es el cancer bacterial del cerezo causado por la
especie Pseudomonas syringae pv. syringae, esta bacteria ingresa al sistema vascular de
la planta, generando dafio a nivel subcortical en ramas y tronco con exudacién gomosa,
ademas de atizonamiento de flores y brotes. Las medidas de control para esta
enfermedad son preventivas, en las que destaca el uso de productos quimicos en base a
cobre. El cobre es responsable de la seleccion de poblaciones resistentes de
Pseudomonas syringae pv. syringae lo que disminuye la efectividad en su control, ademas
de ser un elemento fitotoxico. Por este motivo el presente trabajo tiene por objetivo
general identificar el nivel de resistencia de la bacteria y determinar la concentracion de
cobre acumulado en la planta que causa fitotoxicidad en Prunus avium L. De esta manera
se podra conocer la concentracién de cobre efectiva para el control de la bacteria y en
qué concentraciones no existe respuesta, debido a la presencia de resistencia. Ademas,
se analizara la cantidad de cobre que se acumula a nivel foliar al finalizar el programa de
aplicacion de fungicida. Esta investigacion se llevara a cabo en el Laboratorio de
Fitopatologia de la Facultad de Ciencias Agrondmicas y de los Alimentos, que pertenece a
la Pontificia Universidad Catodlica de Valparaiso. ElI material vegetal para la investigacion
se obtendra del huerto de cerezos de la Estacion Experimental la Palma. Para la
identificacion del nivel de resistencia se realizara la técnica de inhibicién zonal, donde las
cepas de la bacteria se someteran a diferentes concentraciones de cobre y se evaluara su
respuesta. Este resultado se complementara con un ensayo in vivo que a diferencia del
anterior, las concentraciones iran en aumento acumulandose durante tres semanas. Con
este ultimo ensayo también se podra obtener la concentracion de cobre que genera
fitotoxicidad en la planta. Como resultados esperados en este proyecto, se espera obtener
el grado de resistencia a cobre de la bacteria PSS conocido, la concentracion de cobre
acumulada a nivel foliar determinada, la interaccién in vivo entre las cepas resistentes de
la bacteria y el fungicida cuprico conocido. Ademas efecto de fitotoxicidad por cobre en

cerezo determinada.



2. Definicién del problema u oportunidad

El cerezo (Prunus avium L.) es una especie frutal de clima templado, originario de Europa,
Asia Menor y el Norte de Africa. Arbol caducifolio perteneciente a la familia Rosaceas vy al
geénero Prunus (Labra et al., 2005).

Los principales paises productores de este cultivo son: Turquia, Estados Unidos, China,
Ucrania, Polonia y en sexto lugar Chile (Mufioz, 2015). Chile exporta un total de 184.000
toneladas, destinado principalmente al continente Asiatico, mercado exigente en calidad e
inocuidad de la fruta (Fedefruta, 2018). Las principales zonas de cultivo donde se
concentra el 80 % de la produccion nacional son la Regién del Maule con 11.130 ha y la
Region de O’Higgins con 8.674 ha, con un total estimado nacional de 25.109 ha (ODEPA,
2018).

Uno de los principales problemas fitosanitarios que afecta al cultivo de cerezo es el cancer
bacterial, cuyo agente causal es la especie Pseudomonas syringae pv. syringae. La
bacteria sobrevive de forma epifita en arboles frutales y en algunas plantas herbaceas,
penetra principalmente por heridas dejadas por las hojas al caer. Su diseminacién ocurre
por efecto de las lluvias y viento, las condiciones que favorecen la infeccion son la
presencia de agua libre junto a temperaturas templadas a frias. Los sintomas se expresan
so6lo en la parte aérea del arbol a fines de invierno e inicios de la primavera, produciendo
exudacién gomosa de color ambar, muerte de yemas, desarrollo de cancros subcorticales
en ramas, ramillas y tronco. También es posible encontrar atizonamiento de flores, brotes
y eventualmente manchas foliares necréticas rodeadas por un halo clorético (Latorre,
2008).

Las medidas de control para esta enfermedad son preventivas, en base a manejos
culturales, control bioldgico o productos quimicos. Dentro de los productos quimicos se
destaca el uso de compuestos basados en cobre metalico, como O6xido de cobre,
oxicloruro de cobre e hidroxido de cobre. Utilizados cuando no existe tejido verde
expuesto, ya que generan fitotoxicidad. Estas aplicaciones se realizan en otofio desde

caida de hojas hasta yema hinchada. Las sales de cobre de alta residualidad como



sulfatos cuprocalcicos o sulfatos de cobre pentahidratados se aplican desde brotacion en

adelante, la dosis maxima recomendada es de 120 g/hl (Bayer, 2017; Pinilla, 2017).

El niumero de aplicaciones varia segun la condicion predisponente a la enfermedad vy el
producto a aplicar, alcanzando un promedio maximo de cinco por temporada entre inicio y
término de caida de hojas, en caso de realizar el control entre floracion y cuaja este se
reduce a un promedio de tres (Agrospec, 2013; Bayer, 2017). También se realizan
aplicaciones de pintura fungicida en cortes de poda y a nivel de tronco, con el objetivo de
proteger la corteza de microheridas causadas principalmente por golpe de sol en verano y
heladas en invierno (Lemus, 2005; Pinilla, 2017). Se considera un método efectivo para
reducir el porcentaje de cancro bacteriano, cuando se realiza una vez al inicio de invierno,

desde el cuello hasta la insercion de las ramas principales (Pinilla et al., 2010).

Existen estudios que revelan que el uso de pastas cupricas concentradas para proteger
heridas no es recomendable, por generar alteracién en el tejido, produciendo dano
subcortical y exudacion gomosa de color ambar, sintoma considerado como una
expresion fitotoxica. Sin embargo si el producto se diluye no generaria un dafio

significativo (Vercellino, 1985).

Por otro lado, existen analisis realizados en Prunus persica que revelan que aplicaciones
de cobre a nivel foliar producen fitotoxicidad en la planta, presentando sintomas de
clorosis (Redondo, 2013).

Entre los métodos de control también se destaca el uso de antibi6ticos, estos se utilizan
como tratamiento inicial en huertos con alta presién de la enfermedad, para luego
continuar con el programa de aplicacion mediante el uso de sales de cobre. No se
recomienda el uso prolongado de estos, ya que se ha registrado resistencia del patégeno

a cobre y a antibiéticos como oxitetraciclina y estreptomicina (Spotts et al., 1995).



2.1 Hipétesis

La aplicacion reiterada de fungicidas en base a cobre, selecciona poblaciones resistentes
de Pseudomonas syringae pv. syringae en tejidos afectados y genera fitotoxicidad en
Prunus avium L., por acumulacién del ingrediente activo en la planta, disminuyendo su

productividad.

2.2 Objetivo general

Identificar el nivel de resistencia de la bacteria y determinar la concentracion de cobre

acumulado en la planta, que causa fitotoxicidad en Prunus avium L.

2.3 Objetivos especificos

1. Determinar el nivel de resistencia de la bacteria a concentraciones crecientes de

cobre.

2. Determinar la concentracion de cobre acumulado a nivel foliar al finalizar el programa

de aplicacion de fungicidas en cada temporada.

3. Determinar la interaccion entre cepas resistentes de Pseudomonas syringae pv.

syringae y aplicaciones de cobre, sobre plantas en maceta.



3. Estado del Arte

3.1 Antecedentes del cultivo (Prunus avium L.)

3.1.1. Paises donde se cultiva el cerezo

Los principales paises donde se cultiva el cerezo son Turquia, Estados Unidos, China,
Ucrania, Polonia y en sexto lugar Chile. Dentro de los seis paises productores a nivel
mundial, Chile es el Unico que produce en contraestacion, lo que favorece su valor en el

mercado (Mufioz, 2015).

3.1.2. Superficie y antecedentes productivos del cerezo

La superficie mundial de cerezo segun cifras de la FAO es de 401.656 ha, alcanzando
una produccion mundial de 2,41 millones de toneladas (Bravo, 2013; Prochile, 2015). Los
principales exportadores son Chile y Estados Unidos (Mufioz, 2015). Segun estadisticas
de ASOEX, Chile exporta 80% de la produccion de cerezas a China, pais destacado en la
importacion de cereza fresca (Carbonell, 2016). La superficie nacional de cerezos es de
25.109 ha, las principales zonas de cultivo donde se concentra el 80 % de la produccion
nacional son: La Regién del Maule con 11.130 ha y la Region de O’Higgins con 8.674 ha
(ODEPA, 2018). La temporada de exportaciones (2017-2018), presenta un incremento
logrando un total de 184.000 toneladas exportadas, superando los niveles histéricos
(Fedefruta, 2018).

3.1.3. Antecedentes morfolégicos y taxonémicos del cultivo

Pertenece a la familia Rosaceae del género Prunus, conformado a su vez por cinco
subgéneros: Prunophora, Amygdalus, Cerasus, Padus y Laurocerasus (INFOR, 2001).
Arbol caducifolio de gran tamafio, con habito de crecimiento acroténico (Lauri y Claverie,
2001). Posee flores simples con cinco sépalos, de color blanco o rosado, formadas por un
largo pedunculo, agrupadas en corimbo (Gil Albert, 1996). Se caracteriza por tener flores
hermafroditas auto estériles, debido a incompatibilidad gametofitica en la mayoria de los
cultivares, lo que hace necesario realizar polinizacion cruzada (Raff, et al., 1981; Raff, et
al., 1982).



Actualmente, gracias a diversos trabajos de mejoramiento se han obtenido variedades
auto fértiles y polinizantes universales como Lapins, Sunburst, Newstar, Sweetheart y
Celeste. Fructifica en yemas aisladas ubicadas en la base de la ramilla de un afio y en
dardos de madera de dos o mas afnos. El fruto es una drupa formada por un endocarpio,
que en su interior tiene una semilla simple de endurecida testa, todo rodeado de un tejido

carnoso envuelto por un epicarpio liso (Lemus, 2005).

3.1.4. Requerimiento del cultivo de cerezos

Esta especie tiene un alto requerimiento de frio invernal para superar el receso, ademas
necesita de estaciones calurosas para su crecimiento. Si no se cumplen las condiciones,
existira una fuerte caida de frutos y la cuaja sera pobre. Existen cultivares de bajo
requerimiento de frio que necesitan de 400 a 600 h bajo 7,2 °C como Brooks, Garnet,
Tulare y Rainier. Otros de alto requerimiento necesitan de 1100 a 1300 h bajo 7°C, como
Bing y Early Burlat principalmente (Negron, 2005; CIREN-CORFO, 2012).

El cerezo es un frutal muy sensible a heladas primaverales, la temperatura 6ptima para el
crecimiento vegetativo se encuentra entre 18 y 24°C. Para una adecuada cuaja se
necesita de temperaturas promedio entre 20 a 25°C. Temperaturas muy altas afectan la
receptividad del estigma por desecacion, asi también las temperaturas bajas entre 5 a 6

°C, detienen el crecimiento del tubo polinico (Negrén, 2005).

Durante la floracion se requiere de alta humedad relativa para mantener la hidratacion del
estigma. En el extremo de existir lluvias durante el periodo, estas provocarian lavado de
polen, impidiendo la cuaja, ademas de aumentar las infecciones provocadas por hongos o
bacterias (Negrén, 2005). El exceso de viento produce inhibicién del crecimiento de los
brotes, afectando la formacion, cuaja e incrementando la evapotranspiracion (Negroén,
2005). Se adapta muy bien a suelos limosos o areno- limosos, con buena capacidad de
retencion de agua y buen drenaje. El pH 6ptimo para el desarrollo radicular se encuentra
entre 6,0 a 6,5. En suelos de pH alcalino aparecen deficiencias de algunos

microelementos como hierro, zinc, boro y manganeso (Negron, 2005).



3.1.5. Manejo cultural del cultivo cerezos

Antes de efectuar la plantacion es necesario preparar el suelo, eliminando toda la capa
compactada que dificulte la infiltracién del agua y el desarrollo de raices, luego se
recomienda hacer una fertilizacién base en el lugar. Segun el sistema de conduccion a
implementar se define el marco de plantacién, densidad de plantas y tipos de podas
(Guerendiain, 2004). La poda se ejecuta en funcién del sistema de conduccién escogido,
los mas usados son: Eje central, tatura, vaso espanol, vaso tradicional y ejes multiples.
Esta se realiza durante los meses de invierno, sellando las heridas con mezcla de pintura
y fungicida, si el arbol es vigoroso sera conveniente podar en verano para disminuir el

vigor (Guerendiain, 2004).

La fertilizacién se realiza segun los resultados obtenidos en analisis de suelo, en la
primera etapa de desarrollo es importante que exista buena disponibilidad de fésforo y
nitrégeno, que favorecen el crecimiento vegetativo de la planta y en la etapa productiva
buenos niveles de potasio para obtener fruta de calidad. El nitrdgeno se aplica a fines de
invierno junto a la dosis de fosforo y potasio, sin embargo, durante el verano se incorpora
unicamente nitrogeno. La dosis de microelementos a incorporar dependera de los
resultados del analisis foliar (Guerendiain, 2004). Actualmente se utiliza un sistema de
riego presurizado, en que se organiza la frecuencia segun el requerimiento del cultivo,
para mantener un nivel de humedad o6ptimo. Otro manejo importante es el control de
malezas, con el fin de evitar la competencia por nutrientes y agua, ademas de ser

hospederos alternativos de plagas o enfermedades (Guerendiain, 2004).

3.1.6. Principales enfermedades

Entre las principales enfermedades que afectan al cultivo de cerezo en nuestro pais se
destaca: La pudricién de cuello, provocada por especies del género (Phytophthora spp.),
agallas del cuello (Agrobacterium tumefaciens), cancer bacterial (Pseudomonas syringae
pv. syringae), tizén de la flor (Monilinia laxa), plateado (Chondrostereum purpureum),
pudricion o moho gris (Botrytis cinérea). Entre los principales virus que afectan al cultivo
se encuentra (Prunus necrotic ringspot virus) o anillado necrético de los Prunus y el
enanismo de los Prunus (Prune dwarf virus)(Pinilla, 2005; CORFO, 2013).



3.2 Cancer bacterial del cerezo

3.2.1 Descripcion del agente causal

Corresponde a una bacteria Gram negativa de forma bacilar, con uno o varios flagelos
polares, presenta colonias planas de forma circular o poliédrica, con bordes enteros o

ligeramente lobados (Breed et al., 1957).

3.2.2 Sintomatologia

Entre los sintomas se destaca la formacion de cancro sobre el tronco y ramas principales
con abundante exudacidon de goma, la lesion presenta forma alargada o circular,
levemente hundida y estriada (Agrios, 1978; Pinilla, 2005). También es posible encontrar
atizonamiento de yemas, brotes, flores y eventualmente manchas foliares necréticas
rodeadas por un halo clorético (Latorre, 2008). Los frutos afectados caen antes en la

temporada, presentando lesiones necréticas alargadas (Jones, 1971).

3.2.3 Diseminacion

Se disemina principalmente por accion del viento y lluvias, también por actividad de
agentes polinizadores y arrastre superficial del inéculo desde plantas enfermas a sanas.
(CORFO, 2013).

3.2.4 Condiciones ambientales para el desarrollo de la enfermedad

La presencia de agua libre y temperaturas entre -5 y -2 °C, condicionan la infeccién de un
hospedero susceptible, mientras que temperaturas entre 15 y 25°C favorecen el desarrollo
de los sintomas (Pinilla, 2005). La presencia de la bacteria en el interior de los tejidos
genera la formacion de nucleos de hielo a temperaturas entre -2 a -3 °C, causando la

ruptura del vegetal lo que facilita el ingreso de la bacteria a la planta (Cruz, 1995).



3.2.5 Importancia del cancer bacterial

El cancer bacterial genera una baja produccién del cultivo, provocando grandes pérdidas
econdmicas por el severo deterioro de la planta (Merifio et al , 2014). Es una bacteria con
un gran numero de hospederos lo que facilita su propagaciéon y permanencia en los

cultivos.

3.2.6 Control cultural

Las labores culturales para evitar la enfermedad son: Uso de material vegetal sano desde
el vivero, plantar en zonas donde las condiciones de clima y suelo sean inapropiadas para
el desarrollo de la enfermedad, realizar control de malezas cercanas al cultivo por ser
reservorio del indculo, realizar la poda en verano donde la temperatura es alta y existe
escasa humedad relativa, evitar el exceso de fertilizante nitrogenado para no generar
tejidos suculentos o nuevas brotaciones ya que son mas propensos a la colonizacion
bacteriana, desinfeccion de las herramientas de poda y proteccion de los cortes

efectuados con pintura y fungicida (Pinilla, 2005; Corfo, 2013).

3.2.7 Control Biolégico

Para el control bioldégico de cancer bacterial en cerezos se utilizan productos en base a
cepas (Bacillus spp. y Brevibacillus brevis), bajo el nombre comercial de (Nacillus®) segun
lista de plaguicidas autorizados para el afio 2017 por el SAG. Presenta accion bactericida
a través de competencia, antibiosis y depredacion de bacterias fitopatégenas. Su
aplicacion se realiza a nivel foliar, desde caida de hoja hasta poscosecha (Nativa, 2017).
Entre los bactericidas autorizados para agricultura organica segun SAG afio 2016,
encontramos un producto en base a cepas de microrganismos propios del suelo (Bacillus
spp., Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas putida, Sacccharomyces cerevisiae,
Trichodermas viride y Nocardia coralina), bajo el nombre (OIKO- BAC 174), Su aplicacion
es directamente al suelo, generando un aumento de la actividad microbiana, acelerando el

proceso de compostaje, eliminando asi organismos patdégenos (OIKO, 2017).
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3.2.8 Control Quimico

3.2.8.1 Uso de antibidticos

Entre los antibiéticos autorizados para el control de cancer bacterial en cerezos se
encuentran productos en base a sesquisulfato de estreptomicina y clorhidrato de
oxitetraciclina, bajo el nombre comercial (Strepto Plus®), su aplicacion se realiza desde
caida de hojas (Anasac, 2015). Otro antibiético utilizado es el producto en base a sulfato
de gentamicina y clorhidrato de oxitetraciclina, bajo el nombre comercial (Agrigent Plus®),

aplicado durante el periodo de floracion (Asp, 2014).
3.2.8.2 Uso de polisulfuro de calcio

Ensayos demuestran que aplicaciones en invierno de polisulfuro de calcio seca los
cancros con goma. Se recomienda utilizarlo de forma complementaria a las aplicaciones
de cobre en invierno, para limpiar el huerto antes de salir del receso, asi disminuir la carga

del inoculo, tanto en bacterias como en hongos (Pinilla, 2017).
3.2.8.3 Aplicacion de fungicidas cupricos

Aplicaciones foliares. Se registra efectivo control en la zona central, donde la incidencia

de la enfermedad es menor, realizando un programa de tres a cuatro aplicaciones de
fungicidas cupricos, esto dependiendo directamente de la presion de la enfermedad en el
huerto. Se privilegia el uso de cobres metalicos por su efectividad y bajo costo, todo esto

es complementado con antibiéticos en base a estreptomicina y oxitetraciclina’.

Aplicacion _en tronco. La aplicacion se realiza una vez durante el otofio de manera

preventiva, actualmente se aplica caldo bérdales en dosis (100 kg/1000 I) mas cinco litros
de adherente (Bond®), utilizando nebulizadora con pitdon y boquilla de 1,2 mm, para
obtener una mejor cobertura del tronco, sin perder efectividad. Existen registros hasta el
afno 2016, de otra alternativa de aplicacion para prevencién en troncos, en base a mezcla

de caldo bordales, cola fria y latex blanco?.

' Comunicacion personal con Administrador del campo, Ing. Alberto Cortés, Estacién Experimental La Palma
gEELP), Escuela de Agronomia, PUCV.
Comunicacion personal con Jefe de campo (EELP) Florentino Cofré, Escuela de Agronomia, PUCV.
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3.3 Fitotoxicidad en respuesta a aplicaciones de cobre

Fitotoxicidad por pastas cupricas. Existen estudios que revelan que pastas cupricas a

base de oxicloruro de cobre en concentracion (500g/l), producen dano subcortical,
manifestado por necrosis de los tejidos y exudacion gomosa de color ambar en los
primeros centimetros de contacto con las pasta. Las aplicaciones mas diluidas no

generan dafnos significativos (Vercellino, 1985).

Fitotoxicidad a nivel foliar. Existen analisis realizados en Prunus persica que revelan que

una aplicacion de hidroxido cuproso en dosis (300g/hl) produce fitotoxicidad, presentando

sintomas de clorosis (Redondo, 2013).

3.4 Resistencia de la bacteria a cobre

La bacteria Pseudomonas syringae pv. syringae en exposicién a fungicidas a base de
cobre genera resistencia y ésta aumenta mas de siete veces en generaciones posteriores,
segun ensayos realizados por la Universidad Estatal de Oregén, existen cepas resistentes
a concentraciones bajas de 16 ppm y a concentraciones mayores de 48 ppm, obteniendo
un crecimiento de la cepa equivalente en los diferentes ensayos independiente de la

concentracién aplicada (Sheck y Pscheidt, 1998).
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4. Metodologia

4.1 Ubicacién geografica del estudio

Esta investigacion se llevara a cabo en el Laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de
Ciencias Agrondmicas y de los Alimentos, que pertenece a la Pontificia Universidad
Catdlica de Valparaiso. El material vegetal para la investigacion se obtendra del huerto de
cerezos de la Estacion Experimental La Palma. La ubicacién geografica del estudio es

calle San Francisco, La Palma s/n provincia de Quillota, Region de Valparaiso.

4.2 Determinacion del nivel de resistencia de la bacteria a concentraciones

crecientes de cobre

Material vegetal. Las muestras seran obtenidas de un huerto de cerezos (Prunus avium

L.) de la variedad Brooks y Lapins, que se encuentran sobre el portainjerto CAB 6P en un
marco de plantacion de 4,5 x 2,5 m. Se identificaran los arboles que presentan
sintomatologia de cancer bacterial para efectuar aislamientos a partir de tejido afectado.
Se colectaran ramas secundarias con sintomas, las muestras se guardaran en bolsas
Ziploc debidamente rotuladas con fecha, hospedante, lote y numero de planta.
Posteriormente seran llevadas al laboratorio de Fitopatologia de la Escuela de Agronomia,

donde se efectuara el aislamiento y las pruebas in vitro.

Aislamiento del indculo. A partir de la zona de avance de lesiones presentes en la corteza

de las ramas secundarias, se extraeran trozos de tejido de aproximadamente (3 mm?), se
desinfectaran con hipoclorito de sodio al 5% durante 1 min, posteriormente seran
macerados en agua destilada y la suspension resultante sera cultivada en un medio MBK.
Se incubaran en oscuridad por 3 dias a 25°C en una incubadora marca 1DIES modelo
D53VU. Una vez que se obtenga crecimiento bacteriano en el medio de cultivo, la bacteria

sera re-aislada nuevamente en MBK para su purificacion.

Pruebas in vitro. Se utilizara el fungicida hidréxido de cobre (Hidrocup® WG) que contiene

un 50% de cobre metalico.
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Técnica de inhibicion zonal. Se utilizara la técnica de inhibicion zonal propuesta por

(Kelman et al (1967 citado por Lopéz y Castarno, 2011)). Consiste en dispensar 20 ml de
agar nutritivo por placa Petri de 9 cm de diametro, para proveer el medio basal. Una vez
solidificado este medio se agregaran 5 ml de un cultivo bacteriano desarrollado 18 h en
medio de cultivo MBK. Cada placa Petri sera refrigerada por una o dos horas hasta su
utilizaciéon. Discos de papel filtro de 12 mm de didmetro seran sumergidos en diluciones
del producto en dosis de 50, 100, 200, 400, 800 y 1600 ppm, cada disco se contactara
dos veces con la pared del frasco que contenga la solucion del producto, para eliminar el
exceso. Cada disco impregnado sera colocado en el centro de cada placa Petri, las cuales
se incubaran a 27°C por un periodo de 24 h en una incubadora marca 1DIES modelo
D53VU. Después de este tiempo, se determinara: Rango de inhibicion (mm), area de
inhibicion (cm2) y eficacia (%) de cada producto, mediante la siguiente férmula:

E=_RDITto x 100%
RDIMax

E = Porcentaje (%) de eficacia de la concentracion del producto.
RDITto = Rango de inhibicion obtenido por tratamiento.

RDIMax = Maximo rango de inhibicién obtenido en el mejor tratamiento.

Anadlisis estadistico.

A los datos del rango de inhibicién por tratamiento se les realizara analisis de varianza
(ANOVA) y el test de comparacion multiple de Tukey. Los valores de rango de inhibiciéon
para los tratamientos a base de cobre seran ajustados a un modelo de regresién lineal
donde se obtendra ECsy ECgo y MIC. Se realizaran seis tratamientos con diferentes
concentraciones de cobre y un tratamiento testigo, cada uno tendra tres réplicas,

obteniendo asi un total de 21 observaciones (Cuadro1).
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Cuadro 1: Rango de inhibicion (mm) de la bacteria (Pseudomonas syringae pv.syringae)

en exposicion a diferentes concentraciones de hidroxido de cobre.

TO (agua | T1 T2 T3 T4 T5 T6
destilada) | (50ppm) | (100ppm) | (200ppm) | (400ppm) | (800ppm) | (1600ppm)

R1

R2

R3

4.3 Determinacion de la concentracion de cobre acumulado a nivel foliar

Material vegetal. Se realizara una recoleccién de hojas en el huerto de cerezos de la

Estacion Experimental La Palma, después de cumplir con el programa de aplicaciones
foliares de fungicidas cupricos, la muestra recibida debe ser lavada con agua potable y
detergente o bien con HCI 0,1 mol/l, luego resta enjuagar con agua destilada, para
posteriormente ser colocada en una bolsa de papel a secar a 70 +/- 5 °C por 12 a 24 h.
Luego de este proceso, se procedera a moler y tamizar la muestra por 0,5 mm, de esta
muestra se pesa 1g y se calcinara a 500°C por cuatro a ocho horas, se enfria y agrega
cuidadosamente 2 ml de agua para humedecer las cenizas, luego agregar 10 ml de HCI
(2mol/l) y calentar en plato calefactor hasta su ebullicion, por ultimo, se debe filtrar el
contenido en el crisol a través de papel filtro recibiendo el filtrado en matraz aforado de 50
o 100 ml, se lava y enrasa con agua. Finalmente la concentracion de cobre foliar se

determina mediante espectrofotometria de absorcion atomica. (Sadzawka et al.,2007).

4.4 Método para determinar la interaccion (inéculo resistente — planta) y

aplicaciones de cobre sobre plantas en maceta

Muestra vegetal. Se utilizaran 60 plantas terminadas de Prunus avium L., proveniente de

un vivero ubicado en Casablanca, Region de Valparaiso. Estas seran trasplantadas a

macetas con sustrato estéril, recibiran fertilizacion y riego segun requerimientos.

Obtencién del inéculo. Las cepas resistentes seran extraidas del ensayo de inhibicién

zonal realizado anteriormente.
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Ensayo. Se realizaran seis tratamientos, cada planta se inoculara con 20 cepas
resistentes de Pseudomonas syringae pv. syringae, para ello se realizaran lesiones en las
plantas y se asperjara sobre ellas una suspension bacteriana, con una concentracion
mayor a 5 x 107 bacterias por ml (Sosa et al., 1997). Para otorgar las condiciones de
humedad se le colocara una bolsa transparente a cada planta por un periodo de 48 h,
todo esto bajo un invernadero frio. Una vez infectada la planta se realizaran aplicaciones
de hidroxido de cobre cada siete dias en diferentes concentraciones por tratamiento,
durante un periodo de tres semanas, cada tratamiento tendra 10 repeticiones (Cuadro2).
Este ensayo permitira medir la eficacia del control en la disminucién del inéculo resistente
en condiciones de campo, para ello se hara un recuento de colonias que seran cultivadas
en un medio B King cada semana. Se utilizara un analisis para medir incidencia de la
enfermedad en las plantas tratadas y se comparara con la planta testigo que esta
inoculada pero no recibe tratamiento. Ademas, se evaluara la respuesta de la planta a las
diferentes concentraciones acumuladas de cobre, hasta obtener sintomas de fitotoxicidad

en Prunus avium L., luego los resultados seran comparados con un tratamiento testigo.

Cuadro 2: Tratamientos con distintas concentraciones de cobre (hidréxido de cobre) a

realizar durante un periodo de tres semanas en plantas adultas de Prunus avium L.

Semana 1 Semana 2 Semana 3 Concentracion
acumulada

TO - - - -

T1 (50ppm) 50 50 50 150ppm

T2 (100ppm) 100 100 100 300ppm

T3 (200 ppm) 200 200 200 600ppm

T4 (400ppm) 400 400 400 1200ppm

T5 (800ppm) 800 800 800 2400ppm

Analisis estadistico

Los tratamientos seran distribuidos en un disefio completamente al azar, se realizara
analisis de varianza (ANOVA), test de comparacion multiple de Tukey y analisis para

medir incidencia e indice de dafio. Analisis de incidencia (Kruskal- Wallis).
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6. Plan de trabajo

Habilitar Laboratorio de Fitopatologia e Invernadero

Habilitar area del laboratorio donde se realizaran los respectivos ensayos, coordinar el
uso de un invernadero de la Escuela de Agronomia, para llevar a cabo el ensayo in vivo
en plantas de cerezo.

Duracion actividad: 2 meses

Compra de Insumos

Consiste en la compra de todos los insumos requeridos para la ejecucion del proyecto,
tales como: Placas Petri, papel filtro, bolsas Ziploc, hipoclorito de sodio, agua destilada,
materiales para medios de incubacion, sustrato inerte, macetas, plantas de cerezo, entre
otros.

Duracion actividad: 1 mes

Habilitar oficina y contrataciéon del personal

El proyecto comenzara a principio del afno 2019 con la contrataciéon del personal
requerido para cada etapa del proyecto. Las labores administrativas como facturas vy
contratos, se realizaran en un sector previamente habilitado como oficina en el interior del
laboratorio.

Duracion actividad: 1 mes

Obtencion del in6culo y material vegetal

Esta actividad consiste en obtener muestras de tejido vegetal infectado con cancer
bacterial proveniente del huerto de cerezos de la Estacion Experimental La Palma, para
ello sera necesaria la autorizacion del administrador de campo el Ing. Alberto Cortés.

Se obtendran aislados de Pseudomonas syringae pv. syringae a partir de ramas
secundarias infectadas, se identificaran con pruebas bioquimicas y moleculares.
Posteriormente se llevara a cabo la multiplicacion de las cepas aisladas en el laboratorio.
Ademas se realizara la recoleccion de hojas para evaluar la concentracion de cobre
acumulado al finalizar las aplicaciones de cobre (Ensayo N°2).

Duracion de la actividad: 3 meses
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Ensayo N° 1 Determinaciéon del nivel de resistencia de la bacteria a

concentraciones crecientes de cobre

En esta actividad las cepas previamente aisladas y multiplicadas en laboratorio se
distribuiran en placas de Petri, luego mediante el uso de la técnica de inhibicion zonal se
determinara el nivel de resistencia de la bacteria en exposicion a diferentes
concentraciones de cobre.

Duracion actividad: 3 meses

Ensayo N° 2 Determinacion de la concentracién acumulada de cobre a nivel

foliar

Se determinara la concentracion de cobre acumulado a nivel foliar en plantas de cerezo
del huerto de la EELP al finalizar el programa de aplicaciones fitosanitarias, mediante la
técnica de calcinacion que se llevara a cabo en laboratorio.

Duracion actividad: 3 meses

Ensayo N° 3 Método para determinar la (Interaccion indculo resistente —

planta) y aplicaciones de cobre sobre plantas en maceta

Se utilizaran 60 plantas sanas de cerezo provenientes de un vivero comercial ubicado en
Casablanca, Regién de Valparaiso. Estas seran trasladadas hasta la EELP, donde se
habilitara un invernadero para efectuar el llenado de las macetas con sustrato estéril.
Posteriormente se realizara la inoculacion con las cepas resistentes obtenidas en el
ensayo N°1, luego de la infeccién se aplicaran diferentes concentraciones de cobre con el
objetivo de evaluar la concentracion que genera control de la poblacion bacteriana y
sintomas de fitotoxicidad en la planta.

Duracion actividad: 3 meses

Evaluacion de los tratamientos

La evaluacion de los tres ensayos se realizara en el laboratorio, donde se obtendran los
resultados que seran determinados con los diferentes analisis.

Duracion actividad: 2 meses
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Analisis de resultados y elaboracién de informe final

De acuerdo a los datos obtenidos de los tratamientos, se realizaran los analisis
estadisticos y conclusiones para finalizar el informe del proyecto.

Duracion de actividad: 6 meses
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8. Resultados esperados

7. Carta Gantt

DeEermarermverue tesrsterncra de |a bacteria a concentraciones crecientes de cobre.

Resultado esperado

Grado de resistencia a cobre de la bacteria PSS conocido.

Objetivo especifico N° 2
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Determinar la concentracion de cobre acumulado a nivel foliar al finalizar el programa de

aplicacion de fungicidas en cada temporada.

Resultado esperado

Concentracion de cobre acumulada a nivel foliar determinada.

Objetivo especifico N° 3

Determinar la interaccion entre cepas resistentes de Pseudomonas syringae pv. syringae

y aplicaciones de cobre sobre plantas en maceta.
Resultado esperado

Interaccion in vivo entre las cepas resistentes de la bacteria y el fungicida cuprico

conocido. Fitotoxicidad por cobre en cerezo determinada.

9. Organizacion

9.1 Organigrama




9.2 Cargos y funciones

Cuadro 3. Descripcion de funciones
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Nombre del | Formaciéon | Cargo en el | Funciones (N°) Costo | Aporte
profesional |/ grado | proyecto del FONDO

académic person | CONCURSAB

o al LE

(MM$) | (MM$)
Ximena Ing. Director del | 1.- Guiar y | 12,00
Besoain C. | Agrénomo | proyecto supervisar el
correcto

funcionamiento del
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proyecto y analisis
de resultados.

2.- Revisar
elaboracion de
avances e informes.

3.- Representante
entre la empresa y
el ejecutor.

4.- Rendir cuentas

por los  fondos
utilizados.
Javiera Ing. Ejecutor del | 1.- Coordinacién | 16,8 16,8
Cruz C. Agrénomo | proyecto general del proyecto
en campo y
laboratorio.
2.- Cotizacion 'y
adquisicion de
iNSUMOS y servicios.
3.- Planificacién y
ejecucion del plan
de trabajo.
4.- Andlisis de
resultados y
elaboracion de
avances e informe
final.

Francisca Técnico Técnico de | 1.- Montar | 2,02 2,02
Valencia de nivel laboratorio para
laboratorio | superior analisis.
analista

quimico 2.-Analizar muestras

que lleguen al
laboratorio.

3.- Tabular datos de
acuerdo al ensayo.

4.- Entregar
resultados de cada
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muestreo.
Héctor Técnico Técnico 1.- Encargado de | 0,40 0,40
Donoso agricola agricola de | realizar la
nivel inoculacion de las
superior plantas.
2.- Registrar el
estado de cada
tratamiento.
3.- Tabular datos de
acuerdo al ensayo.
4.- Entregar
resultados de cada
muestreo
Jaime Contador | Contador 1.- Realizacion de | 1,05 1,05
Figueroa auditor auditor pago de honorario,
cotizaciones e
impuestos.
2.- Llevar un
balance del estado
financiero del
proyecto.
NN Obrero Ensefianza | 1.- Labores y | 0,75 0,75
calificado | media manejos diarios en
completa el invernadero.
10. Presupuesto
10.1 Presupuesto Total por Cuenta (MM$).
Cuenta Fondo Empresa Total (MM$)
Concursable
Pecunario | No pecunario
A. Total de Recursos 19,97 0 12,00 31,97
Humanos
B. Total Subcontratos 0 0 3,00 3,00
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C. Gastos de operacion 2,64 0 0 2,64
D. Total Gastos de 1,99 0 0 1.99
Administracion
E. Imprevistos 10% 0 0 3,96 3,96
Porcentaje de Aporte 56,47% 0 43,52% 100%
Total (MM$) 24,60 0 18,96 43,56
10.2 Presupuesto Total por Aiio (MMS$).
Cuenta Ao 1 Ao 2 Total (MM$)
A. Total Recursos Humanos
Pecunario 9,60 10,37 19,97
No pecunario 6,00 6,00 12,00

B. Total Subcontratos




27

Pecunario 0 0 0
No pecunario 2,05 0,95 3,00
Total Gastos de

Operacioén

Pecunario 1,20 1,44 2,64
No pecunario 0 0 0
Total Gastos de

Administracion

Pecunario 0,85 1,14 1,99
No pecunario 0 0 0
Imprevistos %

Pecunario 0 0 0
No pecunario 1,98 1,98 3,96
Total (MMS$) 21,68 21,88 43,56
Pecunario 11,65 12,95 24,60
No pecunario 10,03 8,93 18,96




Anexos 1. Detalle del Presupuesto

ANEXOS
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No pecunaric Mensual
Ejecutor del proyecto Mensuall 0.000] 18,
Técnico de laboratorio JH 025,000 0%‘
[Tecnico Agricola JH 400.000 40|
[Obrero Calificado JH 10] o] 750,000 750,000 75|
|‘rm.| | 9500.000] 5000.000 m,s:s,nml 6.000.000] $ 31975000, 31,91‘

|Arriendo Invermadero
|Arriendo Laboratorio Equipado

Total

450,000

150.000

1.600.000

800.000

2.050.000

950.000
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LIPS 2
Plantas terminadas cerezos Urdad (1] 1675 5 220.500]
Alcohol 95% L 20 00 $ 36.000| $ 36.000]
Macelas 11 itros Urdad 60 500 $ 150,000
Agua destilada L 10 700 $ 17.000]
Papel absorvente Uniddad 1 770 $7.700
Parafilm Unidad 5144126 5 144.126G]
Tijera podadora Unidad 16 690 15990
Mechero alcohal Uridad 16.460 16.460]
Pinzas de borde plano acera inaxidable |Unidad 35744 35744
Recipiente de vidng Urndad $3.000 9.000
Mascarilla chrica Uridad 50 HE] 1.500] § 1,500,
Guarles de nink Caya de 50 Uds $ 3600 3.600
Cinta de nego unidad 520000 S 20.000]
Hojas de bistur N1 aja de 100 Uds 7 600 7600
Porta Bisturi N°3 Unidad 5 500 5,500
Rociadar L < 520 . 3040
70| 1 510,

sza;oc;'
Pipeta de Sml
Pipeta de 20 m |
Pera de pipelas $3614
Hidrowdo de cobre |25 kg 5 187.425
Agar MBK 0 5 S 162.500]
Ghoerina L 2
Placas petri 47 mm Uridad 180
Sustrato (Turba Bolsa de 20 iros _5{
Suelo vegetal (pasteurizado, bolsa de 20 Mros [
Sustrato (Perita Bolsa de 20 litros 5
Hipocionto de sodio 2.5 hiros 2
Papel filro aja de 100 Unidadg
Fertiizante (Multicote] Bolsa 25 Kilos
Flete para trasporar plantas terminadas
Vialicos (Sanbago |dhas 3
Pasajes (Sanliage }cli_us 10
Total 30| 254

F 1LEEZ.11G 4 5.050.000 F12.953.353 § E.950.000 + 3AE15.4T4
$1IEE.212 ¥ 805.000 $1.235.336 ¥ E35.000

F 12825327 $ 5.855.000 F 14245635 F 7.E45.000

Total Final F 4357702




