TALCA

UNIVERSIDAD
CHILE

UNIVERSIDAD DE TALCA
FACULTAD DE CIENCIAS AGRARIAS
UNIVERSIDAD DE TALCA

CANCER BACTERIAL (Pseudomonas syringae pv. syringae) EN CEREZO.
ALTERNATIVAS DE CONTROL.

MEMORIA DE TITULO
MAIRA PATRICIA LILLO TAPIA

TALCA, CHILE
2020



[
D
TALCA

UNIVERSIDAD

CONSTANCIA

La Direccion del Sistema de Bibliotecas a través de su unidad de procesos técnicos certifica que el
autor del siguiente trabajo de titulacion ha firmado su autorizacion para la reproduccion en forma

total o parcial e ilimitada del mismo.

Talca, 2021

Vicerrectoria Académica | Direccion de Bibliotecas



Aprobacion:

Profesor Guia: Ing. Agr. Mg. Cs. Dr. Claudio Sandoval B.
Profesor Asistente
Escuela de Agronomia

Facultad de Ciencias Agrarias

ng. Agr. Fernanda Nuiiez A~

Profesor informante: Ing. Agr. Mg. Fernanda Nafiez A.
Profesor informante
Escuela de Agronomia

Facultad de Ciencias Agrarias



AGRADECIMIENTOS

En primer lugar, me gustaria agradecer de manera muy especial a Fernanda Nufiez, quien
me guio durante en el ensayo y estuvo ahi para resolver cada una de mis dudas, siempre con
buena disposicion a ensefiar, al igual que el profesor Claudio Sandoval, junto con el equipo del
Laboratorio de Sanidad vegetal, estoy muy agradecida de ellos.

A todos esos profesores que durante los primeros afios de formacién nos contaban como
Agronomia los habia enamorado, como esta carrera podia aportar y sobre todo como la mision
del Agrénomo era “alimentar al mundo”, déjenme decirles que ahora mas que nunca les doy la
razon y les agradezco inmensamente por cada una de sus palabras, las cuales han sido
motivacion para mi y me han hecho darme cuenta que una de las mejores decisiones que he

tomado, ha sido justamente haberme insertado en esta area.

Y no podian faltar los agradecimientos a mis padres y a mi hermano por su apoyo, guia y
confianza en mi, fue lo que me motivé alin mas a luchar por mis suefios y no decepcionarlos. Y

por esas palabras de aliento que tantas veces necesité y tuvieron para mi.

Finalmente agradecer a Dios por poner en mi camino a todas esas personas que estuvieron
presentes en mi vida durante esta hermosa etapa independiente si no estan actualmente, fueron

parte de este proceso y se los agradezco.



RESUMEN

El cancer bacterial del cerezo causado por la bacteria Pseudomonas syringae pv.
syringae, sin duda en la actualidad en Chile y en la mayoria de los paises productores de cerezas
en el mundo constituye un problema patoldgico de importancia. Histéricamente para su control,
son usados fungicidas cupricos, sin embargo, actualmente se buscan nuevas alternativas de
control de modo de accion diferente. Por esto se evalu6 un producto nuevo para el control a esta
enfermedad. Se trata de un andlogo estructural y funcional del acido salicilico (AS), el
Acibenzolar-S-metilo (Bion), el cual es un activador de la Resistencia sistémica adquirida (ASM).,
A través de este ensayo se midio su efecto en reducir la incidencia y severidad de cancer bacterial
causado por Pseudomonas syringae pv. syringae en plantas de cerezo. El ensayo realizado en
el sombreadero de la Universidad de Talca se establecid utilizando un DCA con 7 tratamientos,
5 repeticiones y 3 unidades experimentales. La formulacién se aplicé de manera foliar en 3 de los
tratamientos en dosis de: 5g/100L; 10g/100L; 20g/100L con 4 aplicaciones cada 10 dias y luego
en 3 tratamientos distintos se realizaron aplicaciones via drench en las dosis de: 50g/ha; 100g/ha;
200g/ha con aplicacion Unica, dejando un tratamiento como testigo absoluto. Las evaluaciones
se realizaron 15, 30, 60, 90 y 120 dias posterior a la inoculacion. Los analisis estadisticos
realizados sobre los resultados indicaron que: la incidencia de la enfermedad en el tratamiento
T3 (Bion foliar 10 g/hL) fue la menor en todas las evaluaciones. Para la severidad de la
enfermedad no se presentaron diferencias estadisticas entre los tratamientos. Ademas, respecto
a la necrosis tisular medida como avance (mm) no se observaron diferencias entre tratamientos.

Los mayores niveles de incidencia (%) se observaron en T2 seguido de T7 y el tratamiento testigo.

Palabras clave: Pseudomonas syringae pv. syringae, acibenzolar-S-Metilo, incidencia, severidad,

cancer bacterial, cerezo.



ABSTRACT

Bacterial canker caused by Pseudomonas syringae pv. Syringae, constitutes an
important disease in Chile and in most of the cherry-producing countries in the world. Historically,
cupric fungicides have been used for their preventive control, however, it seems important look
for new alternatives. For this reason, a new product was evaluated in a field assay. This
correspond to a structural and functional analog of the salicylic acid (AS), Acibenzolar-S-methyl
(Bio), which is an activator of acquired systemic resistance (ASM). Through this field experiment
the effect of this product on the reduction of the incidence and severity of bacterial canker was
measured on cherry plants. The test took place at the experimental field of the plant pathology
laboratory, at Universidad de Talca. A DCA experimental design was used, with 7 treatments, 5
repetitions and 3 plants for each experimental unit. The formulation was applied to the foliage in
3 of the treatments in the following concentrations: 5g / 100L; 10g / 100L; 20g / 100L four times,
every 10 days. In the other 3 treatments, the applications were made via drench at: 50g / ha; 100g
/ ha; 200g / ha just one time. A treatment with no application was includes as absolute control.
The evaluations were carried out 15, 30, 60 and 120 days after inoculation. The statistical analyses
performed to the results, indicated that: the incidence of the disease in treatment 3 (foliar Bion 10
g/ hL) was lower compare to the other treatments, in all of the evaluations. For the severity of the
disease, there were no statistical differences between the treatments. In addition, regarding to
tissue necrosis, measured as increase in mm, the treatments did not show differences. Finally,

the highest values for incidence (%) were obtained by T2 followed by T7 and the control.

Key words: Pseudomonas syringae pv. syringae, acibenzolar-S-Methyl, incidence, severity,

bacterial cancer, cherry.
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1. INTRODUCCION

El cerezo o guindo dulce (Prunus avium L.) pertenece a la especie de las Drupaceas y a
la familia de las Rosaceas. Su origen ha sido trazado a la region de los mares Negro y Caspio

como también el de su especie predecesora, P. fruticosa Pall (Gil, 2012).

La produccion mundial de cerezas en la temporada 2014/15 alcanzé 2,41 millones de
toneladas. El principal pais productor fue Turquia, con 20,7% de la produccién mundial en la
Ultima temporada. La siguen Estados Unidos (16,4%), China y Ucrania (9,1% cada una), Polonia
(8,3%) vy, en sexto lugar, Chile, con una participacién de 4,6% en la produccién mundial de
cerezas de la temporada (ODEPA, 2015).

En Chile el cultivo de cerezo ha tenido un fuerte crecimiento debido a su alto valor
comercial en exportaciones destinadas principalmente a China y Estados Unidos. De esta forma
la superficie plantada de este frutal alcanza actualmente las 40.000 hectareas, estimandose para
cada afio un incremento en promedio del 10% manteniendo tasas historicas de aumento (ODEPA,
2019). Las principales zonas productoras de cerezo se localizan en Region de O Higgins y del
maule con 13.699,17 y 17.655,60 ha, respectivamente (ODEPA, 2020).

La produccion de cerezas presenta actualmente varios problemas asociados a
patégenos como fitoplasmas, bacterias y hongos entre otros (Latorre, 2018). Sin embargo, la mas
importante y severa es la bacteriosis ‘cancer bacterial’ causado por Pseudomonas syringae pv.
syringae (Latorre, 2004; 2018). Es mas, es considerada la principal patologia a nivel mundial en
frutales de carozo (incluyendo cerezos) a nivel mundial y en Chile (Ogawa, 1996; Kennelly et al.,
2007; Latorre, 2018). Pseudomonas syringae pv. syringae causa en la planta, cancros y
atizonamiento (necrosis) de flores, como la muerte de yemas y ramillas. Los sintomas de la
enfermedad incluyen la explosién de la flor y la muerte espontanea, hojas y frutos lesiones,
cancros con gomosis asociada de tejido lefioso, muerte de yemas, ramillas e incluso plantas, con
una disminucion de la produccion de fruta (Kennelly et al., 2007; INIA, 2019).

Las condiciones ambientales (precipitaciones) juegan un papel fundamental en la
diseminacion e infeccion del patégeno el que es capaz de ingresar a la planta a través de

aberturas naturales o heridas causadas heladas, podas u otras practicas a nivel del huerto, que



no son apropiadamente protegidas. A través de estas lesiones es por donde la bacteria tiene facil
acceso a los tejidos iniciando el proceso de infeccion (INIA, 2019).

El control de esta enfermedad al igual que en la mayoria de las enfermedades
bacterianas se realiza con compuestos de cobre, pero existen varias limitaciones para su uso
como la resistencia de algunas cepas, la dificultad en el tiempo, la falta de actividad sistémica y
la fitotoxicidad (Kennelly et al., 2007).

Entre las nuevas alternativas de tratamientos para el cancer bacterial se encuentra el
Acibenzolar S- El metilo (ASM, nombre comercial Actigard en los Estados Unidos y Bion en
Europa) es un compuesto que mejora las defensas naturales de las plantas al inducir resistencia
sistémica adquirida (SAR). Las plantas deben tratarse con ASM antes de la infeccién para que

se induzca resistencia antes del ataque del patégeno (Kennelly et al., 2007).

1.1. Hipo6tesis

El producto comercial estimulante de mecanismos de defensa BION 50 WG
(Acibenzolar— S-metilo) es capaz de reducir la severidad de Cancer bacterial en plantas de

cerezo.

1.2. Objetivo general.

Evaluar el efecto activador de mecanismos de defensa del producto comercial BION 5
(Acibenzolar— S-metilo) mediante dos métodos de aplicacion, sobre la reduccién de la severidad
y la incidencia causada por el cancer bacterial (Pseudomonas syringae pv. Syringae) en plantas

de Cerezo.
1.2.3. Objetivos especificos.
1- Determinar el efecto estimulante de mecanismos de defensa del producto comercial BION

50WG (Acibenzolar— S-metilo) frente la inoculacién previa de la bacteria causante del

Cancer bacterial, en cuanto a reduccion en la severidad de la enfermedad.



2- Estimar el efecto de la formulacion de Acibenzolar-S-metilo (BION 50 WG) sobre otros

parametros como crecimiento, necrosis y gomosis.



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Generalidades del cerezo

2.1.1. Antecedentes del cultivo

El origen del cerezo (Prunus avium L.) ha sido trazado a la region de los mares Negro y
Caspio (Gil, 2012). Antecedentes de la especie se conocen desde la antigliedad; por ejemplo, en
Grecia, Teofrasto (300 a.C.) ya escribia sobre el cerezo, y se cree que la especie era cultivada
aun con anterioridad (Loewe, 2001).

El prunus avium es usado en la actualidad principalmente para la produccién de frutos,
pero también se le considera forestalmente idoneo, debido a que bajo manejos tiene tendencia a
crecer formando un eje central cilindrico y recto, sin defectos, y una copa bien desarrollada,
siendo posible obtener fustes libres de ramas de 6 a 7 m; es apto para su empleo en pequefios
grupos, puro o en mezclas, cortinas cortaviento y plantaciones en hileras, asi como también para

el enriquecimiento de bosques (Crave,1992; Loewe, 2001).

2.1.2. Caracteristicas morfolégicas y taxonémicas

Esta especie es perteneciente a la familia de las Rosaceas, subfamilia Prunoideae y al
género Prunus (Gil, 2012), dentro del cual es uno de los mas importantes en términos econdémicos
en el &mbito de plantas lefiosas, el cual a su vez esta conformado por 5 subgéneros: Prunophora,

Arnygdalus, Cerasus, Padus y Laurocerasus (Loewe, 2001).

Morfolégicamente el cerezo se puede describir como un arbol que generalmente alcanza
hasta 20 m de altura, presenta un crecimiento acrotdnico, por lo cual el crecimiento de sus yemas
en posicion apical inhibe el de sus yemas laterales. Ademas, posee dos tipos de yemas florales,
las cuales pueden ser yemas aisladas sobre la base de la madera de un afio, variando de uno a
seis por rama, o pueden encontrarse yemas ubicadas en dardos, los cuales se encuentran
constituidos por una yema vegetativa central rodeada por hasta nueve yemas florales, esta Ultima

estructura se puede mantener viable por hasta 5 afios (Lemus, 2005). Combina una espléndida
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floracién con la produccion de madera de calidad, por lo que se perfila como la especie mas
importante dentro del género Prunus (Loewe, 2001).

2.1.3. Requerimientos edafocliméticos

El cerezo es descrito como un frutal de clima templado con amplio rango de
adaptabilidad a diferentes condiciones. Presenta buenas condiciones de desarrollo en zonas tan

diversas como Canadé o norte de Europa y sur de Espafia o norte de Africa (INIA, 2005).

Esta especie se caracteriza por presentar una sensibilidad media a las heladas, en la
cual varia su nivel de resistencia de acuerdo con las etapas de desarrollo en las que se encuentre.
El receso invernal es la etapa en la cual no debiera exponerse a temperaturas inferiores a 0 °C.
Pero también la falta de frio en este periodo invernal hace que la floracién y brotacién se retrasen
y sean deficientes, por lo cual se afectaria la cuaja y produciria desprendimiento de frutos (INIA,
2005).

Respecto a los requerimientos nutricionales del cerezo, durante la etapa productiva,
uno de los macronutrientes que comienza a tener mas importancia es el potasio, el cual presenta
una funcion muy importante en la produccién de fruta de calidad. En esta etapa de formacion de
frutos, es recomendable realizar analisis foliares, luego de las cosechas, para corregir las
deficiencias 0 excesos de macro y microelementos. Como regla general se debe considerar que
el nitrégeno se debe aplicar a fines de invierno y en verano en postcosecha (40% y 60% de la
dosis anual respectivamente). Para las aplicaciones de potasio se recomienda aplicarlo a fines
de invierno junto con la dosis de nitrdgeno, al igual que el fésforo. Para los demas microelementos
(Zinc, Calcio, Magnesio, Manganeso, Boro, etc.) se aplican con atomizadoras o pulverizadoras y
el momento de aplicacion depende de cudl de ellos se trate. La mayoria de estos se aplica a partir
de yema hinchada (en algunos casos en mas de una aplicacion) y el Boro se aplica luego de la
cosecha. Las dosis para aplicar de cada uno de ellos dependeran del resultado del andlisis foliar
(Guerendiain, 2004).

Los terrenos que se recomiendan utilizar para establecer huertos de cerezos no deben
ser excesivamente arcillosos y compactos, debido a que este tipo de suelos presenta una escasa

aireacion y los arboles comienzan a disminuir la velocidad de su desarrollo, ademas considerar



gue en primavera se puede ver retrasada su brotacion y la posterior caida de hojas puede ser
mas tardia. También, en los terrenos compactos, sobre todo en afios muy lluviosos, los arboles
estarian mas propensos a sufrir asfixias radiculares, sobre todo para el caso de los portainjertos
mas sensibles como Mahaleb, lo cual pueden incluso llegar a provocar la muerte de los arboles.
Ademas, también considerar los peligros que producen los encharcamientos, debido a que
causan asfixias temporaneas donde los sintomas no se perciben inmediatamente y esto incide
sobre la nutricion y repercute negativamente sobre diversas funciones fisiol6gicas del arbol
(Ellena et al., 2012).

2.1.4. Produccion nacional y mundial del Cerezo

La produccién mundial de cerezas en las Ultimas décadas ha tendido a ir en aumento
y como se observa (Figura 2.1.) los principales productores de esta fruta son Turquia alcanzando
casi 800 toneladas en lo que fue la temporada 2018, seguida por Estados Unidos con alrededor
de 300 toneladas de fruta producidas, el resto de los paises productores alcanzan entre las 100
toneladas (FAOSTAT, 2020). Cabe destacar que a pesar de que Turquia lidera como productor
de cereza, es ademas el principal consumidor de esta materia prima, por lo que no se presenta
como un gran exportador, se dedica practicamente a satisfacer sus necesidades internas de

consumo, lo mismo para Estados Unidos (ODEPA, 2015).

Produccion de Cerezas: los 10 productores principales
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Figura 2.1. Comparacién de los principales productores en toneladas de cerezas a nivel mundial
para 2018.



Respecto a las exportaciones de cereza han incrementado proporcionalmente con el
aumento de superficie en hectareas. Donde los principales paises de destino de la fruta han sido
China, Corea del sury Brasil. Siendo el mercado chino el principal destino, alcanzando un 94,04%
de las exportaciones chilenas para la temporada de 2020 (ODEPA, 2020).

Chile se ha consolidado como el principal productor y exportador de cerezas del
hemisferio sur, explicado, entre otras razones, por las favorables condiciones edafoclimaticas y
fitosanitarias que presenta nuestro pais (Mené y Andreu, 2014; Iglesias et al., 2016; Macarulla y
Escartin, 2016). Ademas, para el afio 2018 (Figura 2.1.) Chile lleg6 a ser el cuarto productor de
cerezas del mundo (FAOSTAT, 2020).

En cuanto a la superficie de hectareas de cerezo (Figura 2.3) se observa que en Chile
han aumentado significativamente los Ultimos afios y se prevé que esto siga en aumento, debido
a que el mercado de cerezas esta siendo muy atractivo para el sector agricola.
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Figura 2.3. Evolucién anual de la superficie nacional (HA) de cerezo durante las ultimas
temporadas. (Fuente: Catastro fruticola ODEPA-CIREN, 2019).



2.1.5. Principales enfermedades en el cerezo

En la actualidad existen mas de 50 enfermedades descritas que afectan al cerezo
(Prunus avium) y guindo (P. cerasus), las cuales son producidas por hongos y pseudohongos,
bacterias, virus, fitoplasmas, neméatodos y plantas parasitas. Pero, sin embargo, los problemas
patoldgicos reconocidos en Chile son relativamente bajos y pocas de estas enfermedades tienen
real importancia econémica para nuestro pais (Latorre, 2008).

Dentro de las enfermedades con mayor importancia en Chile se encuentran las
agallas de la corona, el cancer bacteriano, tizon de la flor (Botrytis y Moniliasis), pudricion del
cuello y de las raices. En condiciones de postcosecha son frecuentes las pudriciones causadas
por Alternaria alternata, Botrytis cinerea, Monilia laxa, Penicillium expansum y Rhizopus stolonifer
(Latorre, 2008).

2.2. Céancer bacterial en cerezo

El cancer bacterial es una enfermedad importante que afecta al cerezo, debido a que
es capaz de generar pérdidas significativas de rendimiento, calidad y poblacion de plantas. Por
lo que se describe como la principal amenaza al potencial productivo del cerezo en Chile. En los
frutales carozos, como el cerezo el agente causal de esta enfermedad son variantes genéticas
de la bacteria Pseudomonas syringae conocidas como patovares, y que corresponden a P.
syringae pv. syringae (Pss) y P. syringae pv. morsprunorum las cuales en Chile ambas son

consideradas cuarentenarias por el Servicio Agricola y Ganadero (SAG) (Donoso et al., 2008).

2.2.1 Agente causal

Las Pseudomonas son organismos unicelulares cuyo tamafio oscila entre 0,3y 1,0 um
de anchoy 0,6 y 4,5 um de largo. Su reproduccién es mediante el proceso asexual que se conoce
como fisibn binaria (Gonzales, 1985). Corresponde a una bacteria gram negativa, que

oficialmente en Chile tiene varios patovares (SAG, 2013).

La bacteria presenta un cuerpo con forma de bacilo, con uno o varios flagelos polares y

gue forman colonias blancas o amarillas (INIA, 2020). Se denominan Pseudomonas fluorescentes



debido a que, al crecer en un medio nutritivo con bajo contenido de hierro producen pigmentos
fluorescentes, de color verde amarillo y con capacidad de difundirse (Lemus et al., 2020).

Esta bacteria puede encontrarse sola, en pares o en cortas cadenas. Frecuentemente,
produce una fitotoxina denominada siringomicina (Agrios, 2005). Estas fitotoxinas generalmente
producen inducciones a clorosis (coronatina, phaseolotoxina y toxina de tabulacién) o necrosis
(siringomicina y siringopeptina) en las plantas huéspedes. Algunas de estas fitotoxinas pueden,
en cambio, actuar modificando los procesos metabdlicos del huésped de manera que la actividad
nociva se manifieste sélo a nivel bioquimico. Aunque las fitotoxinas no son necesarias para la
patogenicidad en P. syringae, generalmente funcionan como factores de virulencia para este
patégeno, y su produccién da lugar a un aumento de la gravedad de la enfermedad, asi como
también pueden contribuir al movimiento sistémico de las bacterias en la planta, al tamafio de la
lesion y a la multiplicaciéon del patégeno en el huésped. Las fitotoxinas producidas por P. syringae
pueden aumentar considerablemente la virulencia de los patégenos productores, aunque puede

producirse alguna enfermedad en su ausencia (Bender et al., 1999).

Por lo general estos frutales tienen la capacidad de no congelarse por debajo de 0°C
sin presencia de solutos minerales u organicos en su protoplasma. Esta capacidad se ve
disminuida por la presencia de estas bacterias que favorecen la formacion de cristales de hielo
(Steven et al., 1982; Santibafiez, 2013). En el caso de P. syringae, la formacion de cristales de
hielo en los hospederos provoca o acentla el efecto de una helada, con el consecuente dafio en
flores, lo que se facilita la entrada de la bacteria y la de otros patégenos (Torres et al., 2006). Esta
propiedad estaria asociada a la presencia de proteinas INA (Ice Nucleation Active) en el

protoplasma de estas bacterias (Mohler, et al., 2008; Santibafiez, 2013).

2.2.2. Desarrollo de la enfermedad

La particularidad de esta bacteria, es que cuando no actla como patégeno o cuando
se encuentra sin infectar la planta, ésta es capaz de vivir epifititamente sobre las partes aéreas,
por esto es que también puede ser aislada desde esas partes aéreas de muchas plantas lefiosas
no hospederas, residuos de plantas, y desde la superficie de malezas sanas del huerto, que si
bien, no afectan de manera directa, estas cumplen un rol importante en el ciclo de la enfermedad,
ya que las bacterias son capaces de multiplicarse y desde ahi ser diseminadas por la lluvia hasta
los sitios de infeccion adecuados (Torres et al., 2006).



La infeccion de la bacteria es favorecida con alta humedad ambiental y temperaturas de
entre -0,5 °C a -2 °C, con un rango optimo de 15 °C a 25°C para el desarrollo de sintomas.
Temperaturas menores de 15° C disminuyen la actividad bacteriana y mayores a 28° C la
deprimen notablemente (SAG, 2013; Agrios, 2005). La humedad libre influye en las poblaciones
epifitas de Pseudomonas syringae pv. syringae se informé recientemente para la cereza dulce.
Sin embargo, segun estudios se obtuvo un efecto significativo de la duracion de la humedad libre
solo cuando se us6 una concentracién baja de in6culo (103 ufc ml * ') y se obtuvo una respuesta
lineal significativa solo a 10 ° C. La humedad libre puede facilitar la distribucion de nutrientes vy,
por lo tanto, promover un rapido crecimiento bacteriano en tejidos aparentemente sanos. Sin
embargo, las lesiones también pueden proporcionar suficiente humedad para la infeccion y, en
consecuencia, en tales casos, la humedad libre externa tendria poco o ningun efecto si las
poblaciones epifitas de la bacteria estuvieran por encima del umbral necesario para la infeccién
(Latorre et al., 2002).

Cuando se generan condiciones de estrés en las plantas, la bacteria logra infectar tejidos
lefosos, generando la formacién de cancros, pasando a tener un cancer (Pinilla, 2010). En estos
cancros la bacteria es capaz de reproducirse, siendo estos puntos de dispersion de la infeccion
para las otras plantas cercanas, y ademas se generan las toxinas sirigomicinas, que facilita la

destruccion de los tejidos y disminuye el vigor de las plantas (Kennelly et al., 2007).

El comienzo de la infeccidn es principalmente en las ramas o yemas durante los periodos
de bajas temperaturas como en las estaciones de invierno y otofio. Una vez que la bacteria
ingresa al hospedero, pasa desde su fase epifita a la fase endéfita, donde se comienza a propagar
avanzando hacia la médula de los tejidos celulares, xilema y floema, degradando las células
parenquimaticas para posteriormente movilizarse sistematicamente dentro del hospedero
(Agrios, 2006).

La bacteria ademas de persistir en forma epifita en yemas y ramillas aparentemente
sanas de plantas cultivadas y en algunas malezas. También se mantiene asociada a cancros
activos en brazos, ramas y ramillas y posiblemente en el tejido vascular de algunos hospederos.
Estas poblaciones de la bacteria que permanecen de forma epifita en las plantas pueden fluctuar

rapidamente desde niveles indetectables durante periodos calidos y secos a poblaciones grandes

10



y facilmente detectables (> 106 6 ufc g * 1 de tejido fresco) después de periodos frios y himedos
(Latorre et al., 2002; Latorre, 2004).

La diseminacion de esta enfermedad ocurre en cortas distancias principalmente por el
salpicado y el arrastre superficial producido por las lluvias (Latorre, 2002). Una vez ocurrida la
diseminacion, la bacteria es capaz de penetrar por aberturas naturales y por heridas, en especial
por las heridas dejadas por las hojas al caer en el otofio (Latorre et al., 2002; Latorre, 2004). Su
movimiento en distancias mayores se asocia principalmente a la comercializacion de arboles

enfermos o con infecciones incipientes (Latorre, 2002).
2.2.3. Sintomatologia

Por lo general los sintomas de la enfermedad en cerezos varian dependiendo de la parte
de la planta infectada, la variedad, la cepa del patégeno y las condiciones ambientales al

momento de la infeccién (Millas y France, 2017).

Dentro de los sintomas caracteristicos de la P. syringae, se encuentran la presencia de
cancros en las ramas y en el tronco del arbol, generalmente desarrollados a partir de infecciones
en ramillas jovenes. Cercano a los cancros, bajo la corteza se observan decoloraciones pardas
gue se extienden por toda el area afectada, pero que no profundizan en la madera y los cancros
grandes interfieren en la circulacién de sabia al interrumpir el funcionamiento de los haces
vasculares de la planta, por consecuente el extremo de la rama se seca. En cortes transversales
de las ramas afectadas se puede observar un anillo pardo, inmediatamente bajo la corteza. Las
partes mas necrosadas de la corteza forman cancros con abundante exudacion de goma
ambarina que ocurre en invierno y primavera, la cual suele extenderse desde los cancros y de
los brotes muertos temprano en la temporada de crecimiento. Presencia de tejidos
subcorticales acuosos, con margenes difusos, amarillos o café. Muerte parcial de ramas y brazos
precedidos por una marchitez, clorosis y desecamiento del follaje durante el verano.
Atizonamiento de brotes y flores, confundibles con dafios por heladas. Muerte de yemas y
brotacién desuniforme. Los arboles enfermos suelen rebrotar desde las raices. (Millas y France,
2017; Latorre, 2004; Latorre, 2002).

Las hojas infectadas presentan lesiones acuosas en la superficie, las cuales luego se

tornan pardo rojizas y finalmente se desprenden, asemejandose al dafo de “tiro de municion
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“causado por Corineo (Wilsonmyces carpophilus) (Millas y France, 2017), por lo que este sintoma

no se reconoce como caracteristico de P. syringae.

2.2.4. Control integrado para la enfermedad

Dentro de los primeros manejos que se deberia hacer en un huerto, previo a la
plantacién es su caracterizacion de acuerdo con las caracteristicas fisicas del lugar, textura del
suelo, drenaje, pendiente, método de riego, etc. Estos datos que son de utilidad para asesores y
andlisis de laboratorio, todo esto con el fin de evitar la ocurrencia de enfermedades, como también
para considerar los posteriores manejos que se debieran realizar para evitarlas (Vasquez et al.,
2012).

Para el caso del control del cancer bacterial, dentro de las medidas de control integrado
se encuentran el establecer los viveros en zonas semiaridas, las cuales son desfavorables al
desarrollo de la enfermedad. Ademas, se recomienda propagar yemas obtenidas desde arboles
madre libres de cancer bacteriano. Al plantar, seleccionar plantas sanas, libres de yemas
muertas, cancros o de exudacion gomosa. También es importante la eliminacion de los cancros
y realizar podas en dias secos, con posterior tratamiento de la herida con alguna pasta protectora
gue pueda reducir la entrada o incidencia y dafios por cancer bacteriano. De ser posible se
recomienda utilizar portainjertos resistentes y evitar los portainjertos susceptibles (Latorre, 2004).
Por otra parte, en suelos ligeros, arenosos y en algunos suelos pesados, se ha logrado reducir la
presencia de la enfermedad a través de la desinfeccion de suelo previo a la plantacion. Esto se
asociaria al control de nematodos cuya presencia predispone al arbol a cancer bacteriano
(Adaskaveg et al., 2009).

En la actualidad, el control de la P. syringae se basa en un enfoque preventivo, ya que
no existen controles curativos efectivos que permitan erradicar la enfermedad una vez que la
bacteria colonizé endéfitamente la planta. Principalmente se utilizan compuestos antimicrobianos
basados en cobre (CABC), combinado con practicas culturales, los cuales consisten
principalmente en la eliminacién de fuentes de in6culo de la enfermedad como las ramas secas
y tejido infectado, extirpacién de cancros y proteccion de heridas con pasta biocida. El control
guimico se basa en tratamientos foliares y proteccién de troncos con cobre CABC (6xido de cobre,
caldo bdrdales, oxicloruro de cobre, hidroxido de cobre), que representan el 80 % de los productos

con autorizacion vigente en Chile. Sin embargo, estos productos en la actualidad no estan

12



resultando efectivos para el control de esta enfermedad en algunas zonas de plantacion de cerezo
(Lemus et al., 2020).

De acuerdo con el Instituto de investigaciones Agropecuarias (INIA), el éxito del control
esta dirigido a prevenir el desarrollo de cancros en el tronco, en el eje 0 en las ramas principales
de un arbol durante los primeros afios de vida. Un primer aspecto por considerar para mantener
el huerto con niveles minimos de cancer bacterial, es prevenir la entrada de la enfermedad con
medidas culturales preventivas, tales como la eleccion de plantas sanas, donde se debe tener en
cuenta que el arbol permanecera muchos afios en el huerto, por lo que se debe asegurar que
provengan de un vivero reconocido y con registro en el Servicio Agricola y Ganadero (SAG). Asi,
ademas, se podra optar por arboles de un vigor adecuado y sin dafios aparentes. Sin embargo,
resulta dificil detectar la presencia de la bacteria antes de efectuar la plantacion, en plantas
aparentemente sanas, los sintomas se desarrollan después de algunos meses en el huerto.
Ademas, no se recomienda establecer huertos en zonas que se caractericen por heladas
frecuentes en primavera durante el periodo de floracion o en sectores bajos del huerto (Torres et
al., 2006).

Otro factor relevante para prevenir el cancer bacterial en un huerto, es mantener las
plantas equilibradas nutricionalmente, en las cuales deficiencias o excesos de nutrientes
incrementan la incidencia de plagas y enfermedades. También es relevante lograr un equilibro de
las plantas en cuanto a su relacion entre el follaje y las raices, para reducir los periodos de estrés
(Vasquez et al., 2012).

Los controles quimicos son aplicados en forma preventiva, en viveros y huertos, durante
los periodos criticos del cerezo, correspondientes a la caida de las hojas y brotacién. En general
se recomienda utilizar altos volimenes (1500 a 2000 L/ha) con <10%, 50% y >80% hojas caidas,
principalmente se sugiere usar bactericidas (g i.a./100L) compuestos de cobre: hidréxido de
cobre, oxicloruro de cobre, 6xido de cobre, sulfato de cobre pentahidratado. Ademas, agregar
0.5-1% de aceite mineral para mejorar la adhesién y cubrimiento de las aplicaciones en otofio. La
aspersion de urea (4-5%) o de sulfato de zinc (2-4%) a inicios de la caida de las hojas, provoca

una rapida defoliacién, facilitando el control quimico (Latorre, 2004).
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Dentro de las alternativas biolégicas actuales se encuentran las biotoxinas de diferentes
microorganismos como Bacillus spp. con productos disponibles en el mercado como el
“Serenade” por ejemplo, el cual contiene una cepa de Bacillus subtilis que es eficaz contra una
variedad de bacterias patdgenas, incluidas Erwinia, Pseudomonas y Cepas de Xanthomonas
(Harsh, 2004).

2.2.5. Productos en base a cobre

Uno de los principales problemas de estos productos, es que el cobre es un bactericida
y fungicida relativamente no especifico y puede matar microorganismos naturales en las hojas,
asi como aquellos que se han aplicado como biocontroles, incluidos Bacillus spp., Trichoderma y
otros (Stone, 2009).

Otro problema de estos productos es su acumulacion en los suelos. Se ha estudiado este
problema en vifiedos de Europa, en los cuales se ha presentado un uso intensivo de sulfato de
cobre durante los tltimos 100 afios, encontrandose concentraciones de Cu en el suelo que varian
de 100 a 1500 ppm (Besnard, 2001; Stone, 2009).

A pesar de lo anterior, estos productos son los mayormente utilizados en el control
preventivo de enfermedades bacterianas, Sin embargo, ha habido una tendencia en toda la
industria de reducir el Cu metalico en los bactericidas para limitar la contaminacién con este
elemento del suelo, el agua y reducir los costos de produccion para el fabricante. Ademas, la
bacteria Pseudomonas syringae pv. syringae en exposicion a fungicidas en base a cobre genera
resistencia, la cual aumenta en generaciones posteriores, segun ensayos realizados por la
Universidad Estatal de Oregdn (Scheck y Pscheidt, 1998).

En el proyecto de “Transferencia Control Cancer Bacteriano en Huertos de Cerezos” se
estudio la resistencia y susceptibilidad al cobre. Se evalué la resistencia a Cu basados en el
ensayo descrito por Cazorla et al., (2002) que utiliza distintas concentraciones de sulfato de cobre
pentahidratado, de lo cual resulté que un aislamiento que crece a concentraciones menor o igual
gue 0,8 mM se considera sensible y aquellos que logran crecer a concentracion mayor que 0,8
mM se califican como resistentes al sulfato de cobre. Para corroborar los resultados del ensayo
del desarrollo de colonias bacterianas en placas, posteriormente se evalué la presencia de los

genes cop (copABCD), los cuales estan asociados al mecanismo mas frecuente de resistencia al
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cobre en bacterias. La accion de estos genes cop permite compartimentar y posteriormente
eliminar el Cu de la célula bacteriana. De esa forma, un 80% de los aislamientos evaluados
presentaron un alto grado de resistencia al sulfato de cobre, con valores de Concentraciéon Minima
Inhibitoria (CMI) entre 0,8-3,6 mM (equivalente a 50 - 225 ppm de cobre). En la mayoria de los
casos la resistencia se correlaciona con la existencia de determinantes génicos (INIA, 2020).

A nivel internacional, niveles elevados de cobre desde fuentes naturales e industriales
también han sido reportados en varios paises productores de este elemento como Chile, China,
Indonesia, Rusia, Zambia y Australia (De Gregori et al., 2003; Altimira et al., 2012; INIA, 2020).
En paises de la UE para evitar estos problemas, los compuestos cuya sustancia activa es cobre
se encuentran en la lista de candidatos a ser substituidos, de acuerdo con la regulacién (EC) N°
1107/2009 (INIA, 2020).

Sin, embargo estos productos aun se utilizan y algunos de ellos actualmente en Chile
cuentan con autorizacién del SAG. Dentro de los productos con activos en base a cobre, se
encuentra el caldo bordelés, hidroxido de cobre, oxicloruro de cobre, 6xido cuproso y sulfato de
cobre pentahidratado del cual hay productos autorizados actualmente por el SAG todos del tipo
bactericida-fungicida de contacto para el control preventivo de amplio espectro. Se recomienda
aplicarlos en caida de hojas y yema hinchada los cuales son estados fenoldgicos de alta

susceptibilidad del cerezo, especialmente para P. syringae (SAG, 2020).

El cobre estd unido o adsorbido a materiales organicos y a superficies arcillosas y
minerales. El grado de adsorcién a los suelos depende de la acidez o alcalinidad del suelo. Debido
a que el sulfato de cobre es altamente soluble en agua, se considera uno de los metales mas
moviles en los suelos. Sin embargo, debido a su capacidad de unién, su potencial de lixiviacién

es bajo en todos los suelos, excepto en los arenosos (Extoxnet, 1996; Stone, 2010).

2.2.6. Resistencia sistémica adquirida (SAR)

Las plantas se encuentran interactuando constantemente con los patdégenos (virus,
bacterias, hongos, oomicetes) y plagas (insectos herbivoros, nematodos) que las rodean, es por
esto por lo que han desarrollado ciertos mecanismos que les permiten defenderse de éstos a

través de un complejo sistema de proteccidén. Esta proteccion puede ser fisica 0 quimica y
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constitutiva o inducida. Como, por ejemplo, la pared celular es un tipo de defensa fisica
constitutiva, mientras que la formacion de callos seria una defensa fisica inducida. Al igual que
las saponinas son una proteccién quimica constitutiva, mientras que las fitoalexinas y quitinasas
son inducidas (Diaz, 2012). En base a esto es que actualmente adicional al manejo agronémico
para disminuir la susceptibilidad, existen varios productos que generan una reaccion de defensa
natural en las plantas, produciendo lo que se denomina resistencia sistémica inducida o adquirida.
Esta reaccion la pueden producir compuestos quimicos, extractos naturales, y microorganismos
(Vasquez et al., 2012).

La respuesta SAR es inducida naturalmente por la mayoria de los patbgenos que causan
necrosis tisular, ya sea como parte de una respuesta hipersensible (HR) o como sintoma de
enfermedad. Una caracteristica del SAR es el desarrollo de una mayor resistencia en los 6rganos
vegetales distales no inoculados. Es reconocido que plantas con alta acumulacién de acido
salicilico (SA) establecen mejores SAR en los tejidos. Por el contrario, plantas que no pueden
acumular altos niveles de SA no presentan resistencia sistémica luego de la infeccion con
patégenos necrotizantes, se presume que es debido a la destruccion de la sefial SA (Conrath,
2006).

La Resistencia Sistémica Adquirida (SAR) protege a la planta de una infeccién secundaria
por patdégenos biotréficos, necrotroficos y hemibiotréficos. La induccion de SAR ocurre en dos
etapas, en una primera la planta reconoce el patdgeno e induce las respuestas locales de defensa
a través de cascadas de sefializacion que conllevan a la acumulacién intracelular de Acido
Salicilico (AS). Esta acumulacién induce el aumento de los niveles de Especies Reactivas del
Oxigeno (ERO) y a la expresion de genes relacionados a la patogenicidad (rp). Esta respuesta
local promueve la segunda etapa de SAR, la induccion de resistencia en el tejido sistémico
alejado del punto de infeccién. Se cree que el Salicilato de Metilo (SaMe), algunas Quinasas
Activadas por Mitdgenos (QAM) y el Oxido Nitrico (ON), entre otros, pueden tener un papel
relevante como sefales inductoras de la resistencia sistémica (Diaz, 2012). Los genes inducidos
en las infecciones primarias causadas por el patégeno se expresan de manera local y/o sistémica

en las plantas, son llamados genes SAR (Sha y Klessig, 1996).

2.2.7. Acibenzolar-S-metilo (ASM)
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Debido a la rapida glicosilacion de SA y su fitotoxicidad se ha impedido la eficacia de SA
como producto quimico fitosanitario. Por lo que para dar solucion a este problemay abordarlo, se
ha trabajado sintetizando varios analogos estructurales y funcionales estables y mas eficientes
de SA. Estos productos quimicos no solo se dirigen a los componentes de la via de sefializacion
de SA, sino que también influyen en otras vias de defensa, como la via del &cido jasmonico, para
inducir resistencia. Entre ellos, se han descubierto compuestos de benzotiadiazol como
Acibenzolar S-Metilo 0 ASM (CGA 245 704), el cual es el primer producto sintético mas estudiado,
desarrollado y comercializado tanto en Europa como en los Estados unidos (Thripathi et al.,
2019).

ASM presenta un mecanismo de induccion a la SAR independiente de la acumulacién de
AS, este la induce mediante la acumulacién de proteinas PR1, la cual actia secuestrando los
esteroles de la planta hospedera que el patdgeno requiere para desarrollarse y crecer (Tripathi
et al., 2019).

Desde hace poco mas de dos décadas fue descrita la estructura del Acibenzolar-S-metil,
cuyas caracteristicas se han asociado a las del acido salicilico (AS), el cual tiene la capacidad de
inducir a la resistencia sistémica adquirida (RSA). EI ASM es el SAR méas ampliamente
investigado y con resultados exitosos en la defensa de las plantas (Vallad y Goodman, 2004). Sin
embargo, la aplicacion del AS hacia el manejo de enfermedades tuvo inicios solo a mediados de
la década de los noventa. Fue liberado al mercado bajo el nombre comercial Bion en Europa y
de Actigard en los E.E.U.U. (Riveros, 2010).

ASM induciria a algunas enzimas para el control de enfermedades bacterianas como la
Erwinia amylovora en manzano. Mediante estudios se determiné la induccion de las enzimas B-
1,3-glucanasas (y hasta cierto punto de peroxidasas) en las hojas superiores no tratadas
demuestra la naturaleza sistémica de la accion de ASM en la manzana. La induccion sostenida
de enzimas de manera local y sistémica durante 17 dias, asi como la proteccion obtenida en
plantas inoculadas hasta 10 dias después del tratamiento (las hojas jovenes inoculadas
probablemente no estaban presentes en el momento del tratamiento) sugieren que ASM

proporciona una proteccion sostenida en manzana (Brisset et al., 2000).
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Mediante otro estudio se evalu6 el comportamiento SAR de Acibenzolar, en complejos
bacterianos como en el caso de Xanthomonas vesicatoria, Pseudomonas syringae pv. tomato y
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis en plantas de tomate. Las plantas que se
rociaron con una mezcla de ASM: Bion + Score + Chess 500 WG; acibenzolar - s - metilo +
difenoconazol; acibenzolar - s - metil + pimetrozina, resultaron con porcentajes de incidencia y
severidad mas bajos del complejo bacteriano, respecto a los testigos. Ademas, se comprobo que
el tratamiento aumenté la concentracion de algunas proteinas (Paradela et al., 2001).

Varios estudios proteémicos mostraron que plantas de kiwi cvs. Hayward y Hort16A
inoculadas con Pseudomonas syringae pv. actinidiae presentaron una regulacion positiva al
inducir proteinas asociadas con defensa ASM (Petriccione et al., 2013, 2014, 2015%, Wurms et
al., 2017).

Tratamientos de acido salicilico (SA) en cerezos, se registran su eficacia para inhibir el
crecimiento micelial de Monilia fructicola en PDA. Esta inhibicion fue reducida ligeramente con el
aumento del tiempo de incubacion; del cual resultdé una inhibicién de 64,1, 62,1 y 60,5% después
de 48, 72 y 96 h, respectivamente. También inhibi6 significativamente la germinacién de esporas

de M. fructicola in vitro (Yao y Tian, 2005).

18


https://www.sinavimo.gov.ar/plaga/clavibacter-michiganensis-subsp-michiganensis

3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacién de ensayo

El ensayo se realizé en el sombreadero del Laboratorio de sanidad vegetal, perteneciente
a la Universidad de Talca, campus Talca.
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Figura 3.1. Imagen satelital de la ubicacion del ensayo (Google Maps).

3.2. Establecimiento del ensayo

Se recepcionaron las plantas de cerezo de la variedad Lapins sobre portainjerto Colt de

aproximadamente 1,2 metros de alto, para posteriormente situarlas en el sombreadero de la
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Universidad. Luego las plantas se ordenaron de acuerdo con los 7 tratamientos considerados en
el ensayo, con 5 repeticiones. Cada unidad experimental estuvo compuesta por tres plantas,
estableciendo un disefio experimental completamente al azar (DCA).

3.3. Descripcién del ensayo

Las plantas se establecieron en macetas de 1 x 1,5 m.

Luego se realizaron las aplicaciones de los formulados a inicios de brotacion de hojas.
Esto considero 4 aplicaciones foliares en 3 de los tratamientos y una aplicacion via riego (drench)

en los otros 3 tratamientos restantes, dejando un tratamiento sin aplicacién como testigo.

Cuadro 3.1. Tratamientos de control preventivo para cancer bacterial de cerezo, con
Acibenzolar-S-methyl (Bion), sombreadero, Laboratorio de sanidad vegetal, Universidad de

Talca, campus Talca. Temporada 2019/2020.

Tratamientos Formulacion Dosis Momento de Aplicacién
T1 Testigo absoluto - -
Acibenzolar-S- | 5 g/100L Aplicacién foliar cada 10 dias
T methyl (Bion) hasta 4 aplicaciones
Acibenzolar-S- | 10 g/100L | Aplicacién foliar cada 10 dias
T methyl (Bion) hasta 4 aplicaciones
4 Acibenzolar-S- | 20g/100L Aplicacién foliar cada 10 dias
methyl (Bion) hasta 4 aplicaciones
50 g/ha Aplicacién unica en Drench

Acibenzolar-S- )
T5 considerando marco de 4x2,5

methyl (Bion
yl (Bion) (1000 plantas/ha)

100 g/ha Aplicacién unica en Drench

Acibenzolar-S- )
T6 considerando marco de 4x2,5

methyl (Bion
yl (Bion) (1000 plantas/ha)

Acibenzolar-S- | 200 g/ha Aplicacién unica en Drench

T7 )
methyl (Bion) considerando marco de 4x2,5
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(1000 plantas/ha) 500 cc por
planta

Luego se procedié a preparar el indculo, en el laboratorio de sanidad vegetal de la
Universidad de Talca, campus Talca. Para esto se utilizé una cepa aislada de Pseudomonas
syringae pv. syringae (Pss 1), la cual era parte del cepario del Laboratorio y se encontraba
guardada a -80°C. Dicha cepa se aisl6 y mantuvo en un medio de cultivo. Posterior a eso se
realiz6 la prueba de patogenicidad de la bacteria en hojas de tabaco (hipersensibilidad). La

suspensién bacteriana se utilizé en una concentracién de 10° conidias por ml.

Finalmente, pasados 7 dias desde la primera aplicacién de la formulacion de Acibenzolar-
S-metilo (Bion), se seleccioné un total de 8 yemas por cada unidad experimental, las cuales
fueron inoculadas con la bacteria, dejando un tratamiento como testigo negativo el cual fue

inoculado con agua.

3.4. Evaluaciones

De cada unidad experimental se evaluaron las 8 yemas inoculadas con la bacteria
(Pseudomonas syringae pv syringae). Las evaluaciones consistieron en la medicion del largo de
yemas y brotes (cm), 3 de estas evaluaciones se realizaron previas a la inoculacion y luego se
realizaron evaluaciones posteriores. También se evalué el grado de incidencia (Cuadro 3.2.) de
la enfermedad considerando el nUmero de yemas y brotes muertos por ramilla respecto al total
(Cuadro 3.2).

Cuadro 3.2. Férmula utilizada para medicion de la incidencia sobre yemas y brotes muertos en

el ensayo.

Incidencia = Numero de yemas con sintomas X 100

NuUmero total de yemas

Posteriormente se evalué la severidad de acuerdo con lo indicado en el Cuadro 3.3.).
Las evaluaciones se realizaron durante un periodo de 120 dias, de manera periddica a los 15, 30,

60, 90 y 120 dias posteriores a la Ultima aplicacion del producto.
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Cuadro 3.3. Escala de medicion del grado de severidad de yemas infectadas con Pseudomonas

syringae pv. syringae.

Escala % de yemas infectadas con Pseudomonas syringae pv. syringae
1 0

2 1-25

3 26-50

4 51-75

5 76-100

Ademas, se evalu6 la presencia de goma exudada mediante una escala de color
(Cuadro 3.4.). Finalmente, al término del ensayo se cuantificé la presencia de necrosis en yemas

y brotes.

Cuadro 3.4. Escala de medicién del color de la gomosis observada en el ensayo.

Escala Color de la gomosis

0 Sin exudados

1 Goma transparente

2 Exudado amarillo claro
3 Exudado amarillo oscuro
4 Exudado color rojizo

3.5. Andlisis estadistico

Los resultados de incidencia obtenidos fueron sometidos a un andlisis de varianza
(ANOVA simple). Para aquellos casos en que este result6 significativo, se procedié a comparar

las medias a través de la prueba de Tukey, con un 5% de significancia.
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En cuanto a severidad, los resultados fueron analizados a través del test de Kruskal
Wallis y una prueba de separacion de medias de Tukey (5% de significancia) en aquellos casos

en que los datos resultaron significativos.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Evaluacion del largo de ramillas

Para el largo de ramillas en la evaluacion previa a la inoculacion con la bacteria, se
presentaron algunas diferencias significativas entre los tratamientos como se puede observar en
la Figura 4.1, donde el tratamiento 7 (Bion drench 200 g/ha) present6 los menores resultados con
un promedio de 3,0 mm. Sin embargo, en las evaluaciones realizadas a los 120 DDA, no se
observaron diferencias estadisticamente significativas entre los tratamientos para este parametro.

16.0
14.0
— 120
S
E 100
w
o]
E 8.0
e
) 6.0
s
4.0
00 Bi Bi Bion
on on |
Bion foliar = Bion foliar = Bion foliar
Testigo drench 50 | drench 100 @ drench 200
5g/hL 10 g/hL 20 g/hL o/ha o/ha o/ha
H Previo 3.6 3.8 3.7 3.8 3.7 3.2 3.0
m 120 DDA 7.6 14.0 5.1 49 5.0 45 5.0
Bion |Bion |Bion |Bion Bion Bion
Testigo |foliar |foliar |foliar [drench |drench|drench
absoluto |5 10 20 50 100 200
Evaluacioén g/hL |g/hL |g/hL |g/ha g/ha g/ha Significancia
Previo ab b ab b ab ab a *x
120 DDA n.s
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Promedios en una columna unidos por la misma letra, no difieren estadisticamente. Test HSD

(p=0,05). * Significativo p<0,05; ** altamente significativo p<0,01. n.s. no significativo.

Figura 4.1: Comparacion del largo de ramillas de los tratamientos inoculados con la bacteria
Pseudomonas syringae pv. syringae utilizando dos métodos de aplicacion de Acibenzolar-S-
metilo (Bion) a distintas dosis.

4.2. Evaluacion muerte de ramillas

La muerte de las ramillas para la evaluacion de los 15 DDA no present6 diferencias
significativas entre los tratamientos. Sin embargo, en las siguientes, el tratamiento 3 (Bion foliar
10 g/hl) se diferencid, presentando en la evaluacion final del ensayo 120 DDA, 11,7% de muerte

de ramillas, a diferencia del tratamiento testigo el cual mostré un 48,3 % de muerte de ramillas.

80
70
g 60
<
= 50
S
© 40
)
= 30
)
>
S 20
10
o . =
15 DDA 30 DDA 60 DDA 90 DDA 120 DDA
B Testigo absoluto 8 37 37 46.7 48.3
H Bion foliar 5 g/hL 0.8 28.3 28 35 40.8
Bion foliar 10 g/hL 1.7 20 20 25.8 11.7
H Bion foliar 20 g/hL 0 61.7 62 71.7 36.7
M Bion drench 50 g/ha 0 45.8 46 60.8 31.7
M Bion drench 100 g/ha 4.2 63.3 67 53.4 45
Bion drench 200 g/ha 4.2 60 61 62.5 41.7
Tratamiento 15 DDA 30 DDA |60 DDA 90 DDA |[120 DDA
Testigo absoluto ab ab ab b
Bion foliar 5 g/hL ab ab ab b
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Bion foliar 10 g/hL a a a a
Bion foliar 20 g/hL b b b ab
Bion drench 50 g/ha ab ab ab ab
Bion drench 100 g/ha b b ab b
Bion drench 200 g/ha ab ab ab b
Significancia n.s *x *x *x **

Promedios en una columna unidos por la misma letra, no difieren estadisticamente. Test HSD
(p=0,05). * Significativo p<0,05; **altamente significativo p<0,01. n.s. no significativo.

*Evaluaciones realizadas 15, 30, 60, 90 y 120 después de la ultima aplicacion foliar.

Figura 4.2: Muerte de ramillas de cerezo causados por Pseudomonas syringae pv. syringae

utilizando dos métodos de aplicacion de Acibenzolar-S-metilo (Bion) a distintas dosis.

4.3. Efectividad de diferentes dosis de Acibenzolar-S- metilo (Bion) utilizando dos métodos de

aplicacion, en la incidencia de Pseudomonas syringae pv. syringae en brotes y ramillas de

plantas de cerezo.

La incidencia de la bacteria en la primera evaluacion correspondiente a los 15 DDA no
presentd diferencias entre tratamientos. Para la evaluacion de los 30 DDA, se puede observar en
el Cuadro 4.1 como T3 (Bion foliar 10 g/hl) fue el Unico tratamiento que se diferencio
estadisticamente de los demas, presentando la menor incidencia con 10,9%, mientras que el

tratamiento testigo alcanzé el mas alto porcentaje de incidencia con 37,5%.

Cuadro 4.1: Incidencia (%) de cancer bacterial (Pseudomonas syringae pv. syringae) en cerezos,
bajo dos métodos de aplicacion de Acibenzolar-S-metilo (Bion) a distintas dosis, para las

evaluaciones de 15y 30 DDA.

Incidencia Incidencia (%) 30

Tratamiento Formulaciéon comercial (%)15DDA DDA
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T1 Testigo absoluto 8,3 375b

T2 Bion foliar 5 g/hL 5,8 14,2 ab
T3 Bion foliar 10 g/hL 6,7 10,9 a

T4 Bion foliar 20 g/hL 5,8 15,0 ab
T5 Bion drench 50 g/ha 7,5 15,8 ab
T6 Bion drench 100 g/ha 7,1 20,6 ab
T7 Bion drench 200 g/ha 7,5 20,9 ab

Significancia n.s *ok

Promedios en una columna unidos por la misma letra, no difieren estadisticamente. Test HSD

(p=0,05). * Significativo p<0,05; **altamente significativo p<0,01. n.s. no significativo.

Cuadro 4.2: Incidencia (%) de cancer bacterial (Pseudomonas syringae pv. syringae) en cerezos,

bajo dos métodos de aplicacion de Acibenzolar-S-metilo (Bion) a distintas dosis, para las

evaluaciones de 60, 90 y 120 DDA.

Formulacion Incidencia |Incidencia |Incidencia (%) 120

Tratamiento |comercial (%) 60 DDA | (%) 90 DDA |DDA

T1 Testigo absoluto 55,8 ¢ 64,2 b 67 b

T2 Bion foliar 5 g/hL 24,2 ab 35,7 ab 39,2 ab

T3 Bion foliar 10 g/hL 16,6 a 258 a 275a

T4 Bion foliar 20 g/hL 43,3 bc 57,5 ab 625b

T5 Bion drench 50 g/ha 33,3 abc 58,9 ab 625b

T6 Bion drench 100 g/ha |28,5 ab 59,4 ab 60,8 ab

T7 Bion drench 200 g/ha | 34,1 abc 625b 64,2 b

Significancia *x *x **

Promedios en una columna unidos por la misma letra, no difieren estadisticamente. Test HSD

(p<0,05). * Significativo p<0,05; **altamente significativo p<0,01. n.s. no significativo.

En la tercera evaluacion a los 60 DDA, la que se presenta en el Cuadro 4.2, continuaron

diferenciandose los tratamientos T3 y Testigo, presentando el tratamiento T3 la menor incidencia
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con 16,6% y el Testigo la mayor con 55,8%. En las siguientes evaluaciones a los 90 DDA y 120
DDA, el tratamiento T3 continu6 presentando la menor incidencia, terminando finalmente con un
27,5 % de incidencia en comparacion al tratamiento testigo el cual finalizé con un 67% de
incidencia. Lo anterior indicaria una respuesta en los mecanismos de defensa de la planta
producto de la formulacién aplicada contra el dafio causado por la enfermedad a partir de los 60
DDA.

Estudios en plantas de tomate (Solanum Lycopersycum) han revelado que plantas
tratadas con Bion muestran menores sintomas causados por Pseudomonas syringae pv. tomato.
Ademas, revelaron que aplicaciones foliares de Bion disminuyen la incidencia y gravedad de
enfermedades bacterianas (Valland y Goodman, 2004), por lo que se esperaba que, al comparar
el testigo absoluto con los tratamientos con aplicacién de Bion, en especial los foliares, estos

ultimos presentaran diferencias favorables.

4.4. Efectividad de diferentes dosis de Acibenzolar-S- metilo (Bion) bajo dos métodos de

aplicacion, en la disminucion de la severidad en brotes y yemas de cancer bacterial en plantas

de cerezo

Los grados de severidad que presentaron los tratamientos en las primeras evaluaciones
correspondientes a los 15 y 30 DDA, no mostraron diferencias significativas entre los tratamientos

como se observa en el Cuadro 4.3.

Cuadro 4.3: Grado de severidad causada por Pseudomonas syringae pv. syringae en cerezos,
mediante dos métodos de aplicacion de Acibenzolar-S-metilo (Bion) a distintas dosis.
Evaluaciones de 15 y 30 DDA.

Grado severidad | Grado severidad
Tratamiento Formulacion comercial 15 DDA 30 DDA
T1 Testigo absoluto 1,53 1,53
T2 Bion foliar 5 g/hL 1,20 1,20
T3 Bion foliar 10 g/hL 1,46 1,46
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T4 Bion foliar 20 g/hL 1,33 1,33
T5 Bion drench 50 g/ha 1,40 1,40
T6 Bion drench 100 g/ha 1,33 1,35
T7 Bion drench 200 g/ha 1,53 1,53
Significancia n.s n.s

Promedios en una columna unidos por la misma letra, no difieren estadisticamente. Test HSD

(p=0,05). * Significativo p<0,05; **altamente significativo p<0,01. n.s. no significativo.

Las evaluaciones del grado de severidad a partir de los 60 DDA, presentaron diferencias
estadisticamente significativas entre los tratamientos como se observa en el Cuadro 4.4,
resultando el tratamiento 3 (Bion foliar 10 g/hl) con un menor valor, Sin embargo, para la
evaluacion de 90 DDA los tratamientos no lograron diferenciarse estadisticamente entre ellos. No
obstante, en la ultima evaluacion correspondiente a 90 DDA los tratamientos si presentaron

diferencias significativas entre ellos, como se observa en el Cuadro 4.4, resultando el tratamiento

T3 con menor grado de severidad que el Tratamiento testigo y el resto de los tratamientos.

Cuadro 4.4: Grado de severidad causada por Pseudomonas syringae pv. syringae en cerezos,

mediante dos métodos de aplicacion de Acibenzolar-S-metilo (Bion) a distintas dosis.

Evaluaciones de 60, 90 y 120 DDA.

Grado Grado Grado
Formulacion severidad (%) |severidad (%) |severidad (%)
Tratamiento | comercial 60 DDA 90 DDA 120 DDA
T1 Testigo absoluto 3,6b 3,60 3,67 ab
T2 Bion foliar 5 g/hL 2,26 ab 2,53 2,67 ab
T3 Bion foliar 10 g/hL 2a 2,27 2,27 a
T4 Bion foliar 20 g/hL 3,13 ab 3,33 3,47 ab
T5 Bion drench 50 g/ha | 2,6 ab 3,60 3,67b
Bion drench 100
T6 g/ha 2,28 ab 3,33 3,47 ab
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Bion drench 200
T7 g/ha 3,53b 3,67 3,73b

Significancia *k n.s *

Promedios en una columna unidos por la misma letra, no difieren estadisticamente. Test HSD

(p=0,05). * Significativo p<0,05; **altamente significativo p<0,01. n.s. no significativo.

Estudios de Michelotti et al., (2018) demostraron la accién de Acibenzolar-S-metilo (Bion)
en plantas de kiwi afectadas por Pseudomonas syringae pv. actinidiae, actiia promoviendo genes
gue codifican las proteinas de resistencia (PR) y las enzimas asociadas a la cadena de sintesis
del &cido salicilico (AS). También demostraron que produce cambios de importantes categorias
funcionales de genes como la sefializacioén, el equilibrio hormonal y la regulacion transcripcional.
Es reconocido que plantas con alta acumulacion de AS establecen mejores resistencias
sistémicas adquiridas (ASM) en los tejidos (Conrath, 2006). A través de los resultados de este
ensayo, se pudo demostrar el efecto promotor de resistencia de Bion, hacia cancer bacterial en

cerezos causado por Pseudomonas syringae pv. syringae.

Se ha determinado que el tiempo necesario para que se establezca la ASM depende
tanto del patbgeno como del hospedero (Mahesaniya, 2003). En este estudio en particular, se
observé a través de la severidad del dafio causado por la bacteria sobre las plantas de cerezo
hospederas que, a partir de los 60 dias posteriores a las aplicaciones con el producto, se
presentaron diferencias significativas entre los tratamientos con aplicaciones tanto foliares como
drench y el tratamiento testigo, por lo que pareciera que a partir de esa cantidad de dias Bion
podria haber comenzado a activar los genes de defensa en las plantas. Sin embargo, otros
investigadores muestran que se requieren aproximadamente 4 dias para activar los mecanismos
de defensa a través del uso de Bion antes de que la resistencia adquirida sea funcional

(Benhamou y Belanger,1998).

Estudios en tomate revelaron que aplicaciones foliares de Bion disminuyen la incidencia
y gravedad de enfermedades bacterianas como el Fuego bacteriano causado por Erwinia
amylovora, también el mismo estudio fue realizado en manzanas y se obtuvieron buenos

resultados (Maxson et al., 2002). Al analizar los resultados de este estudio, se puede observar
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en el Cuadro 4.4 como los tratamientos T2 (Bion foliar 5 g/hl) y T3 (Bion foliar 10 g/hl) con
aplicaciones foliares del producto, presentaron los menores porcentajes en el grado de severidad.

4.5. Efectividad de diferentes dosis de Acibenzolar-S- metilo (Bion) mediante dos métodos de

aplicacion, para disminuir la necrosis en ramillas causada por Pseudomonas syringae pv.

syringae en plantas de cerezo.

Como se puede visualizar en el Cuadro 4.5, la incidencia (%) de necrosis que presentaron
los tratamientos luego de 120 dias posterior a la Ultima aplicaciones de la formulacién con Bion,
mostraron diferencias significativas entre ellos resultando con menor incidencia el tratamiento
Testigo absoluto y el tratamiento T7 (Bion drench 200 g/ha) ambos con un 1,7 % de necrosis. Por
otra parte, el tratamiento T2 (Bion foliar 5 g/hl) fue el que resultdé con mayor incidencia 9,3%

diferenciandose estadisticamente de los demas tratamientos.

Cuadro 4.5: Incidencia de necrosis (%) causada por pseudomonas syringae pv. syringae en
plantas de cerezo, con aplicaciones de Acibenzolar-S-metilo (Bion) en diferentes dosis, mediante

dos métodos de aplicacion.

Tratamiento Formulacion comercial Incidencia necrosis (%)
T1 Testigo absoluto 1,7a
T2 Bion foliar 5 g/hL 9,3b
T3 Bion foliar 10 g/hL 2,6 ab
T4 Bion foliar 20 g/hL 3,4 ab
T5 Bion drench 50 g/ha 3,5ab
T6 Bion drench 100 g/ha 4,3 ab
1,7a
7 Bion drench 200 g/ha
Significancia o

Promedios en una columna unidos por la misma letra, no difieren estadisticamente. Test HSD

(p=<0,05). * Significativo p<0,05; **altamente significativo p<0,01. n.s. no significativo.
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En cuanto al avance de la necrosis (mm), los resultados arrojaron que estadisticamente
los tratamientos no obtuvieron diferencias significativas entre ellos incluyendo al tratamiento
Testigo absoluto. Solo se puede observar hasta la ultima evaluacion a los 120 DDA, como en el
tratamiento Testigo absoluto con 0,9 mm y T2 (Bion foliar 5 g/hl) con 1,2 mm presentaron un
avance levemente mayor a los demas tratamientos, en comparacion de los tratamientos T3y T7

que presentaron solo 0,2 mm.

Cuadro 4.6: Avance de necrosis (mm) causada por pseudomonas syringae pv. syringae en
plantas de cerezo, con aplicaciones de Acibenzolar-S-metilo (Bion) en diferentes dosis, mediante
dos métodos de aplicacion.

Tratamiento Formulacion comercial Avance necrosis (mm)
T1 Testigo absoluto 0,9
T2 Bion foliar 5 g/hL 1,2
T3 Bion foliar 10 g/hL 0,2
T4 Bion foliar 20 g/hL 0,4
T5 Bion drench 50 g/ha 0,4
T6 Bion drench 100 g/ha 0,7
T7 Bion drench 200 g/ha 0,2
Significancia n.s

Promedios en una columna unidos por la misma letra, no difieren estadisticamente. Test HSD

(p=<0,05). * Significativo p<0,05; **altamente significativo p<0,01. n.s. no significativo.

4.6. Efecto de diferentes dosis de Acibenzolar-S- metilo (Bion) mediante dos métodos de

aplicacion, sobre la exudacion de goma causada por Pseudomonas syringae pv. syringae en

plantas de cerezo.

No se presentaron diferencias estadisticamente significativas para la goma exudada por

los tratamientos en el transcurso de las evaluaciones.
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5. CONCLUSIONES

Para el largo de las ramillas (mm) sélo el tratamiento T2 (Bion foliar 5 g/ha) present6
diferencias significativas respecto a los demas tratamientos y al testigo absoluto.

La muerte de las ramillas (%) en el transcurso de las evaluaciones se visualiz6 alta
para todos los tratamientos excepto T3 (Bion foliar 10 g/ha), el cual presento los
resultados méas bajos respecto a los demas tratamientos, diferenciandose

estadisticamente de ellos.
La incidencia (%) de la enfermedad fue significativamente menor en el tratamiento
T3 en comparacion a la presentada por el tratamiento testigo y los demas

tratamientos.

En cuanto al grado de severidad, no se observaron diferencias estadisticas entre los

tratamientos.
La incidencia de necrosis en la madera resulté mayor en el tratamiento T2,
diferenciandose de los tratamientos Testigo absoluto y T7 los cuales presentaron

menor incidencia de necrosis después de la dltima evaluacion 120 DDA.

El avance de la necrosis en madera no presento diferencias estadisticamente

significativas entre los tratamientos.

No se observé presencia de gomosis en ninguno de los tratamientos evaluados.
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