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RESUMEN

En la temporada 2005/2006 se realizd un ensayo destinado a determinar el efecto
del virus del mosaico enanizante del maiz al ser inoculado en plantas de maiz previamente
tratadas con aplicaciones de Trichoderma spp. y Bacillus spp. en forma separada por cada
tratamiento y en un tercer tratamiento inoculado con el virus pero sin la aplicacion de
dichos biocontroladores. También se dejé un cuarto tratamiento sin la aplicacién de
biocontroladores y sin la inoculacion del virus, de modo de comprobar que la semilla de
maiz estaba libre del virus.

Este ensayo se desarrollo en un invernadero ubicado en el sector sur-oriente del
Campus Lircay de la Universidad de Talca.

Como se mencion6 anteriormente se evaluaron tres tratamientos uno con la
aplicacion de Trichoderma spp. en pre inoculacion del virus, otro con la aplicacion de
Bacillus spp. también en pre inoculacién del virus, un tercer tratamiento fue inoculado con
el virus, pero no fue tratado con ningun biocontrolador y finalmente de dejo un cuarto
tratamiento como testigo absoluto sin la aplicacion de biocontroladores ni inoculacién del
virus.

Al mes y medio de la inoculacion del virus se realizaron diferentes evaluaciones
como medicion del peso promedio por planta, altura de estas , junto con la prueba
serologica DAS-ELISA realizada en el laboratorio de Fitopatologia de la Universidad de
Talca, para ver que tratamiento logrd reducir los sintomas caracteristicos del virus.
Adicionalmente se efectud un conteo del nimero de hojas por planta, de modo de tener una

idea del estado de desarrollo en que se encontraban al momento de la evaluacion.



En cuanto a los resultados obtenidos, solo Bacillus spp. fue eficaz en la reduccién
de la concentracion del patdgeno en la planta. Sin embargo en las otras evaluaciones tales
como altura y peso promedio por plantas no se observaron diferencias estadisticamente

significativas entre los tratamientos.



ABSTRACT

During the season of 2005/2006, an experiment was carried out to determine the
Thrichoderma spp. and Bacillus spp. aplications in corn plants inoculated with Mize dwarf
mosaic virus. This experiment was conducted under greenhouse conditions.

As it was mentioned before, three treatments were tested; one with the application
of Thrichoderma spp. in pre-inoculation of the virus. Another with the application of
Bacillus spp. also in pre-inoculation of the virus. A third treatment was inoculated with the
virus, but not treated with any biocontroller. Finally, a fourth treatment was not treated and
used as a absolute control.

Six weeks after inoculation of the virus, the average weight of every plant and their
height was determined; also the presence of the virus was proved to traverse serological
test DAS-ELISA

Besides, the number of leaves of each was quantified plant to have an idea of the
phase of development of the plants at the moment of the evaluation.

The results demonstrated that only Bacillus spp. was efficient in the reduction of the
virus concentration in the plant. In the other evaluations such as average weight and height

of every plant, there were no significant differences between the treatments.
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1. INTRODUCCION

El cultivo del maiz es uno de los més diversificados en el mundo. Se encuentra a
nivel mundial después del trigo y el arroz, y cobra gran importancia en la alimentacion
tanto humana como animal (Peratori et al., 1995).

En Chile se cuenta con aproximadamente 126 mil hectareas (ODEPA, 2005). El
pais posee condiciones naturales, de clima y suelo, aptas para su cultivo y ademas dispone
de semillas de alto potencial de produccion, como lo son los hibridos y variedades
mejoradas. Esto permite a los agricultores alcanzar rendimientos potenciales de hasta 140
ggm/ha (Peratori et al., 1995).

Una de las principales razones de bajas en el rendimiento son los ataques de
enfermedades y plagas. Dentro de las enfermedades se encuentran las relacionadas con
virus, estos si bien poseen una estructura submicroscopica, son capaces de causar
importantes pérdidas econdmicas (Fuentes, 1997). Entre los virus que producen un alto
dafio al cultivo se encuentra Maize dwarf mosaic virus-MDMYV (virus del mosaico
enanizante del maiz), que puede llegar a producir pérdidas del orden del 45% cuando el
grado de severidad es alto (Tsai y Falk, 2000). Es una de las enfermedades virales mas
dafinas que ataca al cultivo del maiz (Pataky et al., 1990)

Chile se ha trasformado en uno de los principales paises de América del sur en la
produccion de semillas, de las cuales gran parte son exportadas, ademas como se menciono
anteriormente cuenta con condiciones medioambientales y fitosanitarias optimas (Peratori

et al.,1995), por ende nace la necesidad de descubrir mecanismos de control, que nos



permitan como pais, mantener bajo control las distintas amenazas que pueda llegar a tener
dicho cultivo, y de ese modo asegurar calidad de grano y altos rendimientos.

En el siguiente trabajo se evaluard dos tipos de controladores bioldgicos para
observar que tan efectivo resultaria la aplicacion de estos en el control preventivo de Maize

dwarf mosaic virus-MDMV.

1.1. Hipotesis

Los microorganismos Trichoderma spp. y Bacillus spp. junto con actuar como
biocontroladores, de acuerdo con estudios realizados también estimularian la activacion de
distintos mecanismos de defensa de la planta. Estos actuarian reduciendo en las plantas los
sintomas caracteristicos de este virus. Estos actuarian aumentando la resistencia a distintos
patdgenos entre ellos virus. De acuerdo a esto, plantas de maiz inoculadas con estos
biocontroladores serian menos susceptibles al ataque del Maize dwarf mosaic virus-

MDMYV (virus del mosaico enanizante del maiz).

1.1.1 Objetivo General

Determinar el efecto de la aplicacion de Bacillus spp. y Trichoderma spp. en plantas

de maiz sobre la concentracion de MDMV y la expresion de sus sintomas caracteristicos.



1.1.2 Objetivos Especificos

e Determinar si la aplicacion de Bacillus spp. y Trichoderma spp. actuan
como inhibidores del desarrollo de MDMYV o solo retardan sus sintomas.

e Realizar una comparacion entre la concentracion del virus en la planta, tanto
para la aplicacién de Bacillus spp. como para Trichoderma spp.

e Comparar alturas y peso seco de las distintas plantas tratadas con su
correspondiente controlador bioldgico (Bacillus spp. o Trichoderma spp.)

e Contar el niumero de hojas extendidas de cada planta, de modo de poder

comparar el estado de desarrollo de las plantas al final del ensayo



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. Antecedentes del cultivo del maiz

A nivel mundial la especie constituye uno de los tres cereales mas importantes junto
con el arroz y el trigo, siendo cultivada en todas las zonas templadas, subtropicales y
tropicales en las que las lluvias o el riego es adecuado.

El cultivo del maiz representa un importante porcentaje de la totalidad de las
hectareas dedicadas a cultivos anuales. En Chile es el que ocupa la mayor superficie
sembrada, con 126.000 hectareas, lo que representa un 16.7% del total de superficie
dedicada a cultivos anuales cultivadas durante la pasada temporada (2005/2006) (ODEPA,
2005).

La importancia del maiz radica en su amplio espectro de sus usos, ya sea en
alimentacion animal, consumo humano, uso industrial, y produccion de semillas.

Por lo anterior podemos inferir que este cultivo posee un amplio mercado, lo que
significa un apreciable retorno por hectarea siempre y cuando se obtengan buenos
rendimientos y no se produzcan sobreproducciones a nivel mundial.

Chile posee condiciones naturales dptimas, tanto de clima como suelo para su
cultivo y dispone de semillas de alto potencial de produccion. (hibridos y variedades
mejoradas). Ello permite obtener en siembras comerciales rendimientos de 140 quintales

por hectarea o mas. (Paratori et al., 1995).



Estos al igual que la mayoria de los cultivos anuales se han ido incrementando en
los ultimos afos adjudicando esta alza a la introduccion de variedades mejoradas y un buen

manejo agronémico.

2.2. Enfermedades de maiz

Cada componente de la planta, tallos hojas y raices; pueden potencialmente contraer
distintos tipos de enfermedades, cuya importancia radica en la disminucién de los
rendimientos y la calidad del grano.

Dichas enfermedades se pueden clasificar en parasitarias (infecciosas), o no
parasitarias (no infecciosas). Las primeras se deben a; hongos, bacterias, virus,
microplasmas, nematodos y plantas parasitas. Las no parasitas resultan de condiciones de
crecimiento desfavorable (Servicio de Extensién Cooperativo, Universidad de Illinois, y
Servicio de Extensién Departamento de Agricultura EUA, 1980).

Las enfermedades son procesos dindmicos, variables en magnitud e intensidad
(Latorre, 2004), exclusivos de los sistemas vivientes que incumbe a todos los niveles de
organizacion bioldgico. (Garcia-Arenal y Fraile, 1996). Asi se explica la considerable
variabilidad en la expresion externa de los cambios fisiolégicos o sintomas de una
enfermedad.

Al principio de la enfermedad por lo general las alteraciones son minimas y no se
traducen necesariamente en modificaciones visibles, sin embargo a medida que el proceso
infectivo se desarrolla, se intensifican los desordenes fisioldgicos, apareciendo las primeras
manifestaciones de la patologia. ElI conjunto de sintomas propios de una patogénesis

constituye el sindrome de la enfermedad. (Latorre, 2004).



Los distintos factores que influyen en la gravedad y magnitud de la enfermedad
dependen del tipo de patégeno, el medio, ambiente, la presencia de vectores y la
susceptibilidad del huésped en este caso del maiz. Estos factores deben estar presentes y en

equilibrio para que se pueda desarrollar la patologia.

Figura 2.1: Relacion entre los factores que influyen en el desarrollo de una

enfermedad

PATOGENO
.4

MEDIO =ENFERMEDAD
AMBIENTE

PLANTA
HUESPED

Fuente: Servicio de extension cooperativo, Universidad de Illinois y Servicio de Extensién Departamento de

Agricultura EUA (1980).

Las enfermedades no solamente tienen el potencial de destruir las cosechas; aln en
los casos en que no causan pérdidas totales, por lo general reducen en forma cronica el
rendimiento de la mayoria de los cultivos, obligando a la toma de medidas de control que
implicitamente aumentan los costos de produccion y afectan la calidad de los productos

cosechados (Gonzales, 1985).



Es importante destacar que existe un nimero considerable de enfermedades que

atacan al maiz, pero en Chile este se restringe por diversos factores medioambientales, lo

que constituye una ventaja comparativa.

Segun Latorre (2004), en nuestro pais se han descrito aproximadamente 10

patologias de importancia que afectan este cultivo. (Cuadro 2.1.).

Cuadro 2.1: Patologias de importancia que atacan al cultivo del maiz.

ENFERMEDAD

AGENTE CAUSAL

Carbon Comun

Carbon de la Mazorca
Fusariosis

Pudricién de la Mazorca
Moho del maiz almacenado

Pudricién de semillas y caidas de plantulas

Mildiu
Royal
Virus del mosaico enanizante del maiz

Ustilago zeae

Sphacelotheca reiliana

Fusarium moniliforme

Bipolaris zeicola

Aspergillus spp., Penicillium spp.,
Rhizopus spp., Mucor spp.,
Alternaria spp.

Fusarium spp., Phytium spp.,
Rhizoctonia spp.

Sclerophtora macrospora
Puccinia sorghi

Maize dwarf mosaic virus-MDMV

Fuente: Latorre, 2004



2.2.1. Control de las enfermedades del maiz

El objetivo principal del control de enfermedades radica en destruir la combinacién
de los factores necesarios para su aparicién (condiciones medio ambientales, huésped,
patdgeno y vector), y esto se basa en el conocimiento de ellos.

El control de la enfermedad se puede lograr mediante un solo procedimiento, pero
para que sea satisfactorio en la mayoria de los casos requiere la aplicacion de diversas
medidas, apuntando Gltimamente a la combinacién de alternativas, que es lo que se conoce
como control integrado.

Los procedimientos de control de las enfermedades se pueden dividir en cuatro

categorias que se detallan a continuacién:

e Resistencia a la enfermedad
e Control quimico
e Manejo agronémico y cultural

e Eliminacién del patdgeno.

(Servicio de Extension Cooperativo Universidad de Illinois y Servicio de Extension

Departamento de Agricultura EUA, 1980).



2.3 Enfermedades de origen viral que atacan al maiz.

Los patdgenos de origen viral se encuentran entre los agentes causales de
enfermedades mas complejos, ampliamente diseminados y mas importantes en el mundo.

Desde el punto de vista practico nos basta considerar que el virus se comporta
como un paréasito obligado, eminentemente infeccioso, y, en general, especifico de una
planta determinada, sin otro objetivo que la reproduccion. Sus sintomas externos se
manifiestan generalmente en toda la planta, ya sea como mosaicos, necrosis y diversas
deformaciones en hojas, frutos o tallos (Dominguez, 1972).

En maiz se han descrito mas de 25 virus, pero de ellos solo algunos pueden llegar
potencialmente a infectar a la planta, y corresponden a aquellos que son capaces de
desarrollarse en forma natural en el campo.

La complejidad de los virus radica en que con los minimos componentes pueden
llegar a parasitar una planta. Estan compuestos principalmente por un acido nucleico
(RNA o DNA) rodeado por una cépsula proteica. Dicho acido nucleico puede ser de hebra
simple (ss) o de doble hebra (ds), No obstante la gran parte de los virus que infectan
vegetales estan compuestos por RNA hebra simple (sSRNA) (Schumann, 1991).

De acuerdo con Latorre (2004), pueden adoptar diversas formas: baston, esféricos o
poliédricos, mostrando una gran especificidad por las plantas que parasitan y en las cuales
se multiplican, para lo que usan precursores y obtienen la energia necesaria de la célula
hospedera. Se han descrito méas de 400 virus reunidos en 35 géneros, que producen dafios a

las plantas (Garcia-Arenal y Garcia, 1996).



Las enfermedades causadas por este tipo de patégenos son frecuentemente
detectadas por los sintomas que estos causan en las plantas los que por ejemplo a nivel
foliar cominmente consisten en cambios en coloracion del érgano en cuestion.

Es muy dificil poder relacionar con toda certeza un tipo de virus a un cierto tipo de
sintomas, ya que muchas veces estos son muy confusos Yy también pueden deberse a
deficiencias minerales o anormalidades genéticas (Vincelli y Bessin, 2001).

Cuando la sintomatologia es confusa, y con el fin de descartar tanto anormalidades
genéticas como deficiencias minerales se pueden utilizar distintas técnicas de diagnostico

como:

1.- Transmisién a plantas indicadoras (pruebas bioldgicas).

2.- Microscopia electrdnica de tejido enfermo para observar las particulas del virus o de los
cuerpos semejantes a fitoplasmas o bacterias fastidiosas.

3.- Serologia para detectar relaciones homdlogas con virus vegetales conocidos

(Servicio de Extensién Cooperativo, Universidad de Illinois y Servicio de Extension

Departamento de Agricultura EUA, 1980).

Segun Agrios (1996), este tipo de enfermedades se multiplican dentro de las células
vivas de la planta huésped, teniendo la habilidad de desarrollar los sintomas caracteristicos
de la patologia a la que corresponde, causando asi la enfermedad. En primer lugar los virus
se introducen en la célula huésped, a través de una herida en la planta susceptible liberando
acido nucleico viral, el que luego se replica y comienza a colonizar a la célula (Matthews,
1991) a través de los plasmodesmos. A continuacién siguiendo con el proceso infectivo, el

virus se moviliza a largas distancias por medio del floema, para luego trasmitirse a nuevas
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plantas huésped (Garcia-Arenal y Garcia, 1996; Shumann, 1991; Matthews, 1991). Esto
puede ser mecanico ya sea por heridas o bien mediante vectores que diseminan el virus, de
los cuales los més importantes son los &fidos.

Para el caso del maiz existen pocos virus que se puedan trasmitir por semillas, lo
mas comun es que éstos sobrevivan en malezas bianuales o perennes, en el mismo cultivo y
como se menciond anteriormente en insectos. (Servicio de Extension Cooperativo,

Universidad de Illinois y Servicio de Extension Departamento de Agricultura EUA, 1980).

Cuadro 2.2: Principales virus que afectan al cultivo del maiz.

VIRUS FORMA DE
TRANSMISION
Virus del misaico de la cafia de azucar ( Sugar cane mosaic Mecanica y
virus-SCMV afidos
Virus del mosaico del maiz (Maize mosaic virus-MMV) Peregrinus maydis
(insecto)
Virus del mosaico amarillo del trigo (Wheat streak mosaic Mecanica y
virus-WSMV) afidos
Virus del rayado fino del maiz (Maize fine stripe virus- Dalbulus maydis
MRFV) (Langostino)
Virus del enanismo clorético del maiz (Maize clorotic dwarf Insecto del grupo de los
virus-MCDV saltamontes
Virus del mosaico o estriado del maiz ( Maize streak virus- Insectos del grupo de
MSU) Perigrinus maydis
Virus del mosaico enanizante del maiz (Maize dwarf mosaic Mecénica y més de 25
virus-MDMYV) especies de afidos

Fuente: Adaptado por el autor a partir de Malateguti (2000), Lipps y Mills (2001), Servicio de extension

cooperativo, Universidad de Illinois y Servicio de Extension Departamento de Agricultura EUA (1980).
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2.3.1 Virus del mosaico enanizante del maiz-MDMV

El mosaico enano del maiz causado por MDMV, es una de las enfermedades virosas
mas importantes y de mas amplia distribucién en maiz (Zea mays L.) en las regiones
templadas del mundo y una verdadera amenaza para los productores de semillas (Tsai y
Falk, 2000).

Fue la primera enfermedad causada por virus que provocé una extensa devastacion
en cultivos anuales (The cooperative Extension Service, University of Illinois and
Extension service, United States Departament of Agriculture, 1999).

La incidencia de esta enfermedad en cultivos comerciales es generalmente menor al
5%, pero puede llegar en algunas ocasiones llegar hasta un 65% (Douglas, 1988). No
obstante, las perdidas del cultivo van a depender del grado de susceptibilidad del genotipo
del maiz , de la raza del virus, la edad de la planta y factores medioambientales.

El virus del mosaico enanizante del maiz recibié su nombre de Williams y
Alexander y esta estrechamente relacionado con el virus de la cafia de azucar (SCMV), el
que tiene a lo menos 13 razas (Tsai y Falk, 2000)

La diferencia que existe entre ambos (MDMV y SCMV) radica en que las razas del
segundo no infectan al maicillo (Sorghum helepense), en cambio todas las razas del
primero, con excepcién de la cepa B, infectan a dicha maleza (Yassen et al., 1988).

Las razas A y B de MDMV fueron descritas por Mackenzie et al.(1966), quien
afirmé que la segunda no infecta al maicillo, sin embargo segiin Loui (1986) esta seria

mucho mas infectiva que la cepa A, que corresponde a la mas comdn.
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Esta enfermedad fue detectada en Chile por Apablaza (1980) en la region
Metropolitana e identificada por Jossen et al. (1988). Siendo probablemente la cepa B la

que se encuentre en el pais (Aplablaza, 1999).

a) Ciclo de la enfermedad

El MDMV puede sobrevivir entre las cosechas de maiz dentro de los rizomas
subterraneos de maicillo. Estos comienzan a brotar durante la primavera y principios de
verano Y asi el virus puede ser trasmitido a plantas de maiz por pulgones vectores que se
alimentan tanto de la planta de maiz como de la maleza (Vincelli y Bessin, 2001).

De acuerdo con esto se puede decir que extisten mas de 20 especies de afidos que
pueden trasmitir la enfermedad (Lipss y Mills, 2001). Dichos vectores adquieren el virus de
forma no persistente, es decir, que no lo trasmiten por el transcurso de su vida (Vincelliy
Bessin, 2001).

Lo adquieren vy lo retienen para luego trasmitirlo por un periodo de 15 a 30

minutos, conduciéndolo de esta manera a otras plantas (Lipss y Mills, 2001).

b) Especies hospederas

Segun Apablaza (1999), son hospederos naturales importantes de este virus el maiz
para grano, maiz dulce, sorgo y maicillo.También malezas como bromo, hualcacho, pasto
bermuda y chépica (Gibbs, 1990)

Es importante sefialar que otras especies como trigo, cebada, avena y arroz

cultivado no son hospederos del virus.

13



Dicho patdgeno (MDMV), esta ampliamente distribuido en los lugares donde se
cultiva maiz y sorgo (Apablaza, 1999; Gibbs,1990). En el pais, se ha detectado desde la V

region en la zona de San Felipe hasta la VIII region en San Carlos (Aplablaza, 1999).

¢) Sintomatologia y dafio

En el marco de las alteraciones asociadas a MDMYV, se pueden distinguir moteados
y estrias foliares cloréticas y un leve o severo mosaico foliar, amarillez, enrojecimiento y
necrosis parcial de las hojas, con mazorcas parcialmente dentadas, lo que sin lugar a dudas
lleva a una disminucién del rendimiento.

Cuando la infeccion se produce tempranamente en el desarrollo del cultivo ocurre
un marcado acortamiento de los entrenudos superiores, junto con pudriciones de las raices,
corona y tallo. La infeccion en variedades sensibles puede disminuir el rendimiento hasta
en un 40% (Agrios, 1996; Aplablaza, 1999; Latorre, 2004).

Los sintomas pueden aparecer en el campo dentro de los 30 dias después de la
emergencia de la plantula si ésta se ha generado de semillas infectadas. Por otra parte, el
periodo de incubacion es de 4 a 12 dias si la planta es infectada en estados de desarrollo
mas avanzados (Servicio de Extensién Cooperativo, Universidad de Illinois y Servicio de

Extension Departamento de Agricultura EUA, 1980).
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d) Epidemiologia y transmision

De acuerdo con Schumann (1991), los virus son muy pequefios e incapaces de
crecer o moverse por lo que deben entrar a la célula de las plantas a través de heridas.

La transmisién de MDMYV ocurre de manera eficiente por afidos de una manera no
persistente, es decir, de modo no circulativo. Asi, tanto la adquisicion como la inoculacion
del virus toma lugar en unos pocos segundos (Romero, 2000). Por otra parte la trasmisién
por semillas es baja y solo puede llegar hasta un 0.5%. La enfermedad no se trasmite por
polen, ni por contacto entre las plantas de maiz (Tsai y Falk, 2000; Gibas, 1990).

Segln Apablaza (1999), MDMV inverna en malezas como maicillo y lo
diseminan al menos 20 especies de afidos. También puede ser trasmitido aunque en un muy
bajo porcentaje mediante via mecanica (por heridas).

La eficiencia de transmision varia mucho dependiendo de la especie del afido, las
condiciones medioambientales, la raza del virus y la presencia de malezas hospederas. Un
punto importante de considerar es la presencia de corrientes de aires las que pueden ayudar
a los vectores a moverse en grandes distancias (Tsai y Falk, 2000).

A continuacion en el cuadro 2.3.1 se presentan algunas especies conocidas como

vectores de MDMV, ordenados de mayor a menor en cuanto a la eficiencia de transmision.
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Cuadro 2.3: Principales pulgones presentes en Chile los cuales corresponden a

vectores del virus del mosaico enanizante del maiz-MDMV.

NOMBRE COMUN NOMBRE CIENTIFICO
Pulgdn negro de la alfalfa Aphis craccivora
Pulgdn de la haba Aphis fabae
Pulgén del melén Aphis gossypii
Pulgon de la arveja Acyrtosiphum pisum
Pulgén verde del duraznero Myzus persicae
Pulgdn de la espiga Sitobion avenae
Pulgdn negro de los cereales Rhopalosiphum padi
Pulgdn de la papa Macrosiphum euphorbiae
Pulgén del maiz Rhopalosiphum maidis
Pulgdn de las cruciferas Brevicoryne brassicae

Fuente: Adaptado por el autor a partir de Apablaza (1999) y Gonzalez (1988).

e) Deteccion e identificacion del virus

Al tener la duda de que un virus es el origen de una enfermedad, se debe realizar
una serie de pruebas para determinar su identidad.

Por una parte se realizan pruebas biol6gicas inoculando las especies que son
hospederas de dicho virus y en las cuales se producen los mismos sintomas. Estas acttan
como plantas indicadoras. También se debe verificar el tipo de transmision, es decir, si éste
se transmite en forma mecanica, por insectos, por ambos, o por otros medios.

Una vez que se sospecha de la identidad del virus, deben aplicarse pruebas
serologicas como la prueba de DAS-ELISA (Double antibody sandwich-Enzyme linked

inmunosorbent assay) utilizando anticuerpos especificos y en caso que estos resultados
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arrojen positivo, puede hacerse una identificacion méas precisa a través de técnicas
moleculares (Agrios, 1996)

La técnica de ELISA es la méas usada en virologia vegetal y posee ciertas ventajas
en comparacion con otros métodos, como lo son su facilidad de aplicacién, la posibilidad
de analizar un gran nimero de muestras y la rapidez con que se obtienen los resultados.
Una de las variante de esta técnica es la del Double antibody sandwich-ELISA (DAS-

ELISA) (Romero, 2000).

f) Control

Una vez que la planta ha adquirido el virus es imposible, erradicarlo. De aqui radica

la importancia de implementar medidas de control preventiva como por ejemplo:

1.-El uso de hibridos resistentes: existen muchos hibridos comerciales con un alto nivel de
tolerancia al MDMV. Estos poseen el gen de resistencia mdm1 ubicado en el cromosoma 6.
También es importante sefialar que existen niveles de resistencias para las distintas razas

del virus, es decir, una variedad puede ser resistente para una raza y susceptible a otra.

2.- Adecuado control de malezas hospederas y control de insectos vectores: Se debe realizar
un buen manejo cultural para destruir el maicillo u otros huéspedes reservorios que
permiten la sobrevivencia invernal del virus y asi evitar que los vectores lo transmitan

(The Cooperative Extension Service, University of Illinois and Extension service, United
States Departament of Agriculture, 1999).

3.- Utilizar material libre de la enfermedad.
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2.4 Trichoderma spp. y Bacillus spp. como inductores de resistencia.

El genero Trichoderma spp. corresponde a un hongo saprofito, habitante comun del
suelo que pertenece a la subdivision Deuteromycota, siendo un hongo imperfecto que
carece de estructuras de reproduccion sexual. Se encuentra ubicado en la clase Hyphales y
sus esporas asexuales, las cuales se forman sobre hifas o en su interior, se encuentran
expuestas libremente a la atmdsfera (Agrios, 1996).

Ademas existe evidencia de estimulacion de raices en algunas especies forestales y
horticolas, asi como de fortalecer las plantas tratadas con el biocontrolador.

Por otra parte Bacillus spp. corresponde a una bacteria Gram positiva (+) del
género Bacillus, familia Bacillaceae, es el mayor del orden Bacillales (Prescott et al.,
2004).

Existe muy poca informacion en cuanto a la accién de Trichoderma spp. y Bacillus
spp., como inductores de resistencia ante el ataque de virus. Sin embargo desde hace mucho
tiempo se ha trabajado en dichos microorganismos como controladores biolégicos tanto
para enfermedades fungosas como para plagas e insectos.

Ya en 1993 se cultivaban cepas nativas de Bacillus thuringiensis, con el objetivo de ser
usados como biopesticidas (Meza-Basso et al.. 1993)

Las plantas poseen métodos de defensa que pueden ser activados en respuesta a
distintos niveles de ataques de patdgenos Yy parasitos, en ambientes extremos, es decir,
desde virus microscopicos hasta insectos herbivoros. El tiempo de estas respuestas de
defensas de las plantas pueden ser criticos, y pueden significar la diferencia entre la

adaptacion o muerte de ésta.
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Existen dos formas de inducir resistencia a una planta. Por una parte se encuentra la
resistencia adquirida sistémica, SAR “Systemic acquired resistanse” y la resistencia
inducida sistémica, ISR, “Induced systemic resistanse”. Estas son las dos formas de inducir
resistencia donde la defensa de la planta se desarrolla una vez que la planta es infectada.
En este trabajo se busca lograr que las plantas desarrollen una resistencia sistémica
inducida (ISR), en este contexto la planta captaria el estimulo de los biocontroladores a
nivel de las raices las que activarian la produccién de acido jasmonico y etileno, los que se
volatilizarian y serian captados por el resto de la planta ya sea tallos y hojas, preparandose
estas para el ataque de algun patdgeno en este caso MDMV (Vallad and Goodman, 2004).

En cuanto a induccion de resistencia a virus, se puede mencionar un trabajo
publicado en el 2003 en el que se evaluaron Rhizobacterias como promotores de
crecimiento e inductores de resistencia a la infeccion de Cucumber mosaic virus-CMV.
Los resultados mostraron que los tratamientos con plantas tratadas con la biopreparacion
resultaron efectivos tanto en la induccion de crecimiento como en la proteccion contra la

infeccion por CMV (Vallad y Goodman, 2004).
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacion del ensayo

El ensayo se realiz6 dentro de los invernaderos ubicados en el sector sur-oriente del
Campus Lircay, perteneciente a la Facultad de Ciencias Agrarias, de la Universidad de

Talca durante la temporada 2005/2006.

3.2. Produccion de plantas

Las plantas utilizadas en el ensayo corresponden al hibrido Rio Balcer de la empresa
Winter Seed.

Las semillas se encontraban libres del virus, Trichoderma spp. y Bacillus spp. Con
estos materiales se procedio a la siembra en forma manual sobre sustrato (tierra de hojas)
en bolsas plasticas (1 litro de capacidad). Se emplearon 130 bolsas para un mismo namero
de plantas, sembrandose 3 semillas por bolsa de modo de asegurar la germinacion y asi el

establecimiento de la totalidad de las plantas.

3.3. Obtencioén del material de inoculacion de MDMV

Como fuente de MDMV se utilizd6 hojas de maiz extraidas de una siembra
comercial, las cuales presentaban sintomas propios de mosaico enanizante. La presencia del

virus en el tejido fue verificada a través de la prueba seroldgica de DAS-ELISA,
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confirmando asi, de esta manera, que los sintomas visuales que se observaron
correspondian a la infeccion de MDMV.

Este material de inoculacion una vez seco, fue almacenado en un recipiente
conteniendo silicagel a temperatura ambiente en el Laboratorio de Fitopatologia de la

Universidad de Talca.

3.4. Preparacion del indculo e inoculacion

El inoculo a utilizar se prepar6 macerando el tejido vegetal empleando morteros
estériles. Este fue diluido en tampdn fosfato 10 mM (pH 7.0) en una relacion 1:10, es decir,
0,4 g de tejido por cada 4 ml de tampdn. Una vez obtenido el extracto se procedi6 a la
inoculacion, la que se realizé segun el tratamiento que corresponda.

Las plantas se inocularon cuando presentaban 4 hojas verdaderas utilizando un
sacabocado estéril. Este se sumergi6 en el indculo y luego se realizé una herida con dicho

sacabocado en dos hojas por cada planta.

3.5. Aplicacion de Biocontroladores

En el ensayo se evalud el efecto de los biocontroladores Trichoderma spp. y
Bacillus spp., sobre la infeccion de MDMV. Para el primero se utilizd una mezcla que
incluye las cepas Sherwood, Trailes y Queule, las que corresponde a un aislado nativo
obtenido por el laboratorio de Fitopatologia de la Universidad de Talca, cuyo nombre

comercial es Trichonativa.
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En el caso de Bacillus spp. se utilizd la cepa Antumavida, la que también
corresponde a una cepa nativa obtenida a través de un proyecto FIA desarrollado por el
mismo laboratorio.

La aplicacion de ambos biocontroladores se realizé utilizando un aspersor manual
en cantidades del orden de 10° UFC/ml lo que corresponde a 50 ml en 1 litro de agua para
la mezcla de Trichoderma spp. y 10 g por litro de agua para la cepa de Bacillus spp. El
majamiento se efectud hasta el punto de escurrimiento.

De acuerdo a lo anterior el biocontrolador se aplicé 15, 4 y 2 dias pre inoculacién

con el virus.

3.6. Evaluacién

Transcurridos 15, 30 y 45 dias post inoculacién con el virus se midi6 el grado de

severidad que presentaban las plantas y al final del ensayo se junto con la altura, peso seco

y estado de desarrollo de las plantas.

3.6.1 Medicion de la severidad

Para la determinacion de la severidad se utilizo la siguiente escala:

Sin sintomas
Moteado leve y estrias amarillas
Moteado severo

wW| N | O

Moteado y mosaico severo
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Para cada unidad experimental se considerd 13 plantas, se les midio el nivel de
dafio con respecto a la escala sefialada anteriormente y se extrajo la moda por tratamiento,
es decir el nimero que mas se repite, de este modo podemos hacer una comparacién

objetiva por tratamientos.

3.6.2 Presencia de MDMYV por unidad experimental

Para verificar la presencia del virus en las plantas se utilizd la prueba seroldgica de
DAS-ELISA. Para este fin se tomd una muestra compuesta de cada unidad
experimental que incluyd trozos de dos hojas por cada planta. Estas muestras fueron
pesadas y diluidas 1:20 (p/v) en tampon de extraccién general, es decir, 0.2 g de
muestra mas 4 ml de tampén, siendo maceradas en morteros estériles. Una vez
obtenido el extracto se depositaron 200 ul de éste en celdillas de una placa de
poliestireno previamente sensibilizada con un anticuerpo monoclonal que detecta tanto
la raza A como B del virus. Para lo anterior el anticuerpo fue diluido en tampon
carbonato (0.02 M, pH 9.6) vy depositado en las placas, en cantidades de 100 pl,
incubandose 4 horas a 37° C. Después de esto se adicionaron las muestras extraidas
anteriormente y se incubaron durante toda la noche a 4° C. Luego se agregaron 100 pl
del anticuerpo conjugado con la enzima, diluida en tampon conjugado 1:500,
incubandose 4 horas a 37° C Por ultimo se agregd nitrato (p-nitrofenil fosfato) diluido
en tampon sustrato, midiendo absorbancia a 405 nm a los 15 y 45 minutos. Entre cada
paso se efectuaron tres lavados utilizando PBS-Tween. También como una forma de

verificar el correcto funcionamiento de la técnica se utilizé un testigo absoluto sano y
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otro enfermo los que también fueron empleados de modo de contrastar las distintas

lecturas de absorbancia entre los distintos tratamientos.

3.6.3 Medicion de altura, peso seco promedio y estimacion de los estados de

desarrollo

Al final del ensayo se procedié a medir altura'y peso seco promedio por plantas,
considerando solo la parte aérea de ellas. Para este fin las plantas una vez cortadas a ras
de suelo fueron medidas con una regla desde la base hasta la base de la Gltima hoja
extendida.

Por otra parte una vez medidas y habiendo tomado la muestra compuesta para la
prueba seroldgica de DAS-ELISA, se procedié a secar las plantas por tratamiento en
bolsas de papel de envolver, para esto se llevd al horno a 70° C por 72 horas peso
constante. Luego se dividio el peso del tratamiento por en nimero de plantas de cada
uno, obteniéndose asi el peso seco promedio por planta para cada tratamiento.

También se estimd el estado de desarrollo de las plantas al término del ensayo, de
modo de poder estandarizar las mediciones y darle validez a éstas. Esta determinacion
se realiz6 contabilizando el numero total de hojas extendidas que presentaban las
plantas, asi dos plantas con mismo numero de hojas se encuentran en el mismo estado
fenoldgico y cualquier comparacién que se realice sera correcta, no asi comparar por

ejemplo, altura en plantas en distinto estado de desarrollo.
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3.7. Disefio experimental y tratamientos

Para el ensayo se usé un disefio experimental completamente al azar, con 3
tratamientos, 3 repeticiones por tratamiento y 13 plantas por unidad experimental. Con esto
se llegd a un total de 117 plantas en el ensayo. Adicionalmente se dejé un cuarto
tratamiento como testigo absoluto el cual estuvo constituido por 13 plantas. Dicho testigo
absoluto no fue incluido en el andlisis estadistico y solo se emple6 para comprobar que las

plantas no hallan sido contaminadas por otro factor externo al ensayo.

Cuadro 3.1 Tratamientos evaluados en el ensayo de determinacion del efecto de
Trichoderma spp. y Bacillus spp. sobre la resistencia a Maize dwarf mosaic virus-

MDMYV en plantas de maiz.

TRATAMIENTOS DESCRIPCION

T1 Aspersion de Trichoderma spp. 15, 4 y 2 dias pre inoculacion con
MDMV

T2 Aspersion de Bacillus spp. 15, 4 y 2 dias pre inoculaciéon con MDMV

T3 Testigo, sin aplicacion biocontrolador previo a la inoculacion con
MDMV

T4 Testigo absoluto, sin aplicacién de biocontroladores ni inoculacion con
MDMV
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3.8 Analisis de resultados

Los datos obtenidos en las distintas evaluaciones fueron sometidos a un analisis de
varianza (ANDEVA), mediante el programa estadistico Statgraphics Plus para Windows.
En los casos en que la ANDEVA resultd significativa se procedié a realizar la

separacion de medias segun el método de Duncan.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.Presencia del patégeno en la planta

Una vez finalizado el ensayo se pudo comprobar la presencia del virus en todos los
tratamientos que fueron inoculados con el patdgeno. Por otra parte el testigo absoluto sin
inoculacion de virus, ni aplicacion de biocontroladores, no mostré ningun tipo de sintomas,

lo que en cierta medida nos indica que:

e Lainoculacién del virus se llevo a cabo de manera correcta

e Lasemilla utilizada no estaba contaminada con ningun tipo de patégeno.

Los sintomas mostrados por las plantas inoculadas corresponden a los provocados
por la enfermedad, tales como: enanismo, estrias amarillas a lo largo de la nervadura,
mosaicos y moteados irregulares de tonos verde claro y oscuros, en todas las hojas de la
planta. Ademas se observo el desarrollo de estrias amarillas muy evidentes a lo largo de las
venas de las hojas, sintoma que concuerda con lo citado por Apablaza (1999), Yossen et al.
(1988) y Davis (2002) para éste patogeno.

Cabe destacar que ningun tratamiento presento este tipo de sintomas de forma
severa, desde inoculacién hasta el final del ensayo 45 dias después. Esto se ve reflejado en
los niveles de severidad observados, los que desde la primera evaluacién efectuada a los
15 dias post inoculacion hasta la Gltima realizada un mes y medio después, como lo

muestra el cuadro 4.1
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Cuadro 4.1 Evaluacion de la severidad de Maize dwarf mosaic virus-MDMV en
plantas de maiz tratadas con Trichoderma spp. y Bacillus spp. en post inoculacion,
testigo sin la aplicacion de biocontroladores y testigo absoluto ( sin biocontroladores
ni inoculacion del virus)

Dias post inoculacién

Tratamientos 15 30 45
T1 1 1 1
T2 1 1 1
T3 1 2 2
T4 0 0 0

Donde se define:

T1: Aplicacion de Trichoderma spp. en pre inoculacion

T2: Aplicacion de Bacillus spp. en pre inoculacién

T3: Testigo inoculado con el virus y sin la aplicacion de biocontroladores
T4: Testigo absoluto, sin inoculacién ni aplicacién de biocontroladores

Y en cuanto a la escala de severidad:

Sin sintomas

Moteado leve y estrias amarillas

Moteado severo

w| N k| O

Moteado y mosaico severo

Solo el tratamiento inoculado con el virus pero sin aplicacion de biocontroladores

mostré un leve incremento en la severidad de la enfermedad a traves del tiempo.
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4.2. Resultados del analisis de DAS-ELISA (Double antibody sandwich-Enzyme

Linked Inmunosorbent Assay)

De cada unidad experimental constituida por 13 plantas se extrajo una muestra
compuesta correspondiente a cada tratamiento y repeticion a la que se le realizé la prueba
seroldgica de DAS-ELISA.

Los valores de absorbancia obtenidos a los 45 minutos luego de la adicion del
sustrato se introdujeron al programa estadistico Statgraphics, el cual arrojé diferencia
estadistica entre ellos. En la Figura 4.1 se resumen estos resultados para cada tratamiento.

El testigo absoluto no se someti6 al analisis estadistico, utilizandose solo como referencia.

1.8
1,6
14
1,2

an

0,8
0,6 -
0.4
0,2 1

Absorbancia (Elisa)
-

T1 T2 T3 T4
Tratamientos

Figura 4.1 Valores de absorbancia obtenidos en la prueba serolégica DAS-ELISA en
muestras de plantas de maiz inoculadas con Maize dwarf mosaic virus-MDMV
tratadas en pre inoculacién con Trichoderma spp y Bacillus spp., en plantas sin
aplicacion de biocontroladores y en aquellas usadas como testigo absoluto.
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Donde se define que:

T1: Aplicacion de Trichoderma spp. en pre inoculacion
T2: Aplicacion de Bacillus spp. en pre inoculacion
T3: Testigo inoculado con el virus y sin la aplicacion de biocontroladores

T4: Testigo absoluto, sin inoculacién ni aplicacién de biocontroladores

De la figura podemos inferir, que tanto muestras obtenidas de plantas tratadas con
Trichoderma spp. en pre inoculacion (T 1), como el tratamiento sin aplicacion de
biocontroladores pero inoculado con el virus (T3), presentan los valores mayores de
absorbancia, y por ende de concentracion del patdgeno. Ambos tratamientos no difieren
estadisticamente. Lo anterior indica que Trichoderma spp no fue efectivo en inducir
mecanismos que redujeran la replicacion y concentracion del virus en el huésped vy
estadisticamente no difiri6 del tratamiento inoculado con MDMV 'y no tratado.

Por otra parte Bacillus spp. (T2) mostré una pequefia disminucién en los valores de
absorbancia, lo que indica algun efecto en la replicacion del patdgeno, sin embargo estos
resultados no permiten concluir que la aplicacion de esta bacteria es realmente efectiva en
el control de MDMV. Ser& necesario entonces la evaluacion de otros factores.

También es importante mencionar que el testigo absoluto (T4), aunque no fue
considerado en términos del analisis estadisticos presentd el valor mas bajo de absorbancia,
con lo que se puede asegurar la ausencia del virus en dicho tratamiento.

Ademas se puede rescatar que no existié contaminacién cruzada, es decir, que no
habian vectores que podrian haber trasmitido el virus al testigo absoluto, ya que éste se

encontraba en el mismo invernadero sin ninguna separacién fisica del resto de los
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tratamientos y no present6 altos niveles de absorbancia que podrian indicar la presencia del
patdgeno.
Si bien es cierto los valores de absorbancia del testigo absoluto no fueron 0 sino que

aproximadamente 0.2 estos pueden ser atribuibles al error experimental.

4.3.Estado de desarrollo de las plantas al momento de la evaluacion, altura y peso

de plantas.

Tomando en cuenta que estamos analizando los sintomas provocados por MDMV, es
de suma importancia tener en cuenta que uno de sus principales efectos sobre el huésped y
al que debe su nombre es el enanismo. Esto no solo lleva a un menor tamafio de las
plantas, sino que también puede afectar su desarrollo.

Por lo anterior dentro de las evaluaciones se utiliz6 la aparicion de hojas como un indice
del estado de desarrollo en el que se encontraban las plantas, de modo de poder
asegurarnos que comparaciones en parametros como altura eran validas. Para esto, al
momento de la evaluacion final se cont6 el nimero de hojas de cada planta y los resultados
se muestran en el cuadro 4.2:

Cuadro 4.2. Numero de hojas a los 45 dias post inoculacion en plantas de maiz
inoculadas con Maize dwarf mosaic virus-MDMV tratadas en pre inoculacién con

Trichoderma spp y Bacillus spp., en plantas sin aplicacion de biocontroladores y en
aquellas usadas como testigo absoluto.

Tratamiento N° de hojas/planta
T1 7
T2 7
T3 7
T4 7
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De acuerdo con estos resultados podemos decir que todas las plantas se
encontraban en el mismo estado de desarrollo, de modo que cualquier comparacion en

cuanto a su altura y peso es valida.

4.3.1. Altura de plantas

Una vez cortadas las plantas, a los 45 dias post inoculacién, fueron medidas para
determinar la altura de cada una de ellas y poder obtener asi el promedio por tratamiento
para poder ser analizado estadisticamente. El resultado de lo anterior de muestra en la

Figura 4.2.:

Altura de plantas

30

25
20

cm

15

10

T1 T2 T3 T4

Tratamientos

Figura 4.2. Altura promedio de plantas de maiz inoculadas con Maize dwarf mosaic
virus-MDMV tratadas en pre inoculacion con Trichoderma spp y Bacillus spp., en
plantas sin aplicacion de biocontroladores y en aquellas usadas como testigo absoluto.
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Donde se define que:

T1: Aplicacion de Trichoderma spp. en pre inoculacion
T2: Aplicacion de Bacillus spp. en pre inoculacion
T3: Testigo inoculado con el virus y sin la aplicacion de biocontroladores

T4: Testigo absoluto, sin inoculacién ni aplicacion de biocontroladores

De la figura podemos concluir la no existencia de diferencias estadisticas entre los
tratamientos analizados.

Ademas en comparacién con el testigo absoluto se aprecia claramente la existencia
de enanismo en todas aquellas plantas inoculadas con el virus (T1, T2y T3)

De esta forma las plantas mostraron alturas promedio que varian entre e 18.13 y
19.78 cm. El testigo absoluto, sin inoculacion y utilizado s6lo como referencia alcanzo
una altura de alrededor de 28 cm, es decir, un incremento del 50% respecto de los otros
tratamientos.

A partir de los resultados se pude inferir que las aplicaciones tanto de Trichoderma
spp. como de Bacillus spp. no tienen un efecto sobre la altura de plantas inoculadas con

MDMV.

4.3.2. Peso seco por planta

Para cada tratamiento y repeticion se calculo el peso seco promedio por planta con el
fin de determinar si la inoculacion con Bacillus spp. o Trichoderma spp. tenian algun efecto
sobre la acumulacion de materia seca.

Si bien el peso seco promedio por planta vari6 entre 5.3 g y 6.6 g para los distintos
tratamientos como se observa en la figura 4.3, estos valores no difieren estadisticamente

entre ellos.
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Peso seco por planta

gramos/planta
(63}

T1 T2 T3 T4

Tratamientos

Figura 4.3. Peso seco de plantas de maiz inoculadas con Maize dwarf mosaic virus-
MDMV tratadas en pre inoculacion con Trichoderma spp y Bacillus spp., en plantas
sin aplicacion de biocontroladores y en aquellas usadas como testigo absoluto.

De acuerdo con lo anterior Trichoderma spp y Bacillus spp no fueron efectivos
para aumentar la biomasa de las plantas. Sin embargo el testigo absoluto no incluido en el

analisis incremento en un 50 % de peso con respecto al los otros tratamientos.
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CONCLUSIONES

La totalidad de las plantas inoculadas con Maize dwarf mosaic virus-MDMV,
presentaron los sintomas caracteristicos descritos para este patdgeno como son

enanismo, moteados y estrias amarillas a lo largo de la nervadura.

En cuanto a los valores de absorbancia de los distintos tratamientos, solo la
aspersion en pre inoculacion del virus de Bacillus spp. produjo una disminucién
estadisticamente significativa en su valor respecto a los demas tratamientos. De

acuerdo a esto solo Bacillus spp. redujo la concentracion del virus en la planta.

Los tratamientos con aplicacion en pre inoculacion de Trichoderma spp.(T1) y
Bacillus spp.(T2) y el inoculado con el virus pero sin la aplicacion de
biocontroladores (T3), no presentaron diferencias estadisticas en cuanto a altura 'y
peso seco promedio por planta. Sin embargo el testigo absoluto (T4), el que no fue
incluido en el analisis estadistico mostrd tanto para altura como para peso seco por
planta una diferencia apreciable, con lo que podemos asegurar que el material

utilizado para el ensayo estaba libre del patdgeno.
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