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RESUMEN

Durante la temporada 2005/2006 se realizé un ensayo destinado a determinar el efecto de
Trichoderma spp. y Bacillus sp. sobre la infecciéon de Cucumber mosaic virus-CMV inoculado de
manera mecanica en melén. El ensayo se realizd en un invernadero ubicado en el Campus Lircay
de la Universidad de Talca, VIl Region.

Este estudio estuvo compuesto por 3 tratamientos: aplicacién de Trichoderma spp., ¥
aplicacion de Bacillus sp., ambos en pre-inoculacion del virus, inoculaciéon del virus sin
biocontrolador, y testigo sin inoculacion del virus ni biocontrolador.

La aplicacidn de las cepas de los biocontroladores se realiz6 tres veces: 19, 14 y 7 dias
antes de la inoculacion del virus. A los 45 dias posterior a ésta, se realizaron mediciones de altura
y peso fresco de las plantas, y la presencia del virus se determiné a través de sintomatologia visual
y posteriormente a través de la prueba serolégica DAS-ELISA.

Respecto a los resultados obtenidos, los tratamientos con antagonistas, presentaron
porcentajes similares de incidencia, y menores en relaciéon al testigo inoculado con virus sin
biocontrolador. Parametros de altura y peso de plantas, no presentaron diferencias estadisticas
significativas. Los resultados de pruebas serolégicas  arrojaron diferencias estadisticas
significativas, mostrando la sanidad de las semilla, y una eficiente inoculacién del virus del mosaico
del pepino. Trichoderma spp. y Bacillus sp. no redujeron la concentracion de virus en las plantas de

meldn.



ABSTRACT

During the season 2005/2006, an experiment was performed to determine the effect of
Trichoderma spp. and Bacillus sp on the infection of Cucumber mosaic virus-CMV inoculated
mechanically in melon. This was located in a greenhouse at Campus Lircay, Universidad de Talca.

In the experiment, three treatments were tested: application of Trichoderma spp., and
Bacillus sp., both before the inoculation of the virus, plants inoculated with the virus, but not treated
with the biocontroller, and plants without inoculation both the biocontroller and the virus.

The applications of the antagonist microorganism were made at three times: 19, 14 and 7
days before inoculation of the virus. 45 days after the inoculation of the pathogen height and fresh
weight of the plants were measured, and the virus presence was determined by visual symptoms
and the serological test of DAS-ELISA.

Height and weight of plants, did not present significant statistical differences among
treatments. The serological test, demonstrated that the inoculation was efficient and the absence of
pathogen in the seed used in the experiment Trichoderma spp. and Bacillus sp. did not reduce the

concentration of the virus in the melon plants.

Palabras clave: Control biolégico, Cucumber mosaic virus
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I. INTRODUCCION

En Chile, la produccién de hortalizas tiene una amplia distribucidon geografica, que totaliza
unas 124.000 hectareas, de las cuales un 53,9% se concentra entre las Regiones V y VI. Los
cultivos horticolas existentes incluyen un conjunto de variadas especies, entre ellos el melén, que
constituye uno de los principales cultivos de temporada, con un total de 3.500 a 4.000 hectareas
aproximadamente, de las cuales cerca de un 90% se concentra entre la RM y VII Regiéon (FIA,

2001).

Los cultivos estan expuestos a una multitud de factores que pueden alterar su
productividad. Patégenos como hongos, bacterias y virus constituyen el grupo principal de agentes

causales de enfermedad en las plantas (Agrios, 1996).

De las enfermedades que afectan al cultivo del melon en Chile, las causadas por virus,
pueden llegar a ser muy destructivas debido a la dificultad que presenta su control, pues una vez
gue la planta es afectada, no existe medio de lucha curativo para este tipo de patologia.

El virus del mosaico del pepino (Cucumber mosaic virus-CMV) se desarrolla en diversas
especies vegetales. Este virus se propaga a través de afidos vectores, los cuales transmiten la
enfermedad desde una planta enferma a una sana mediante breves picaduras, siendo un medio

muy eficiente de diseminacion (Blancard et al., 1996).

Como ya se ha descrito, no existe forma curativa para esta patologia, y por ello se han
utilizado medidas preventivas como eliminacion de plantas enfermas y aplicacion de quimicos para
el control de vectores. Sin embargo, en muchas ocasiones estas medidas no son suficientes para
evitar el desarrollo de la enfermedad (Blancard et al., 1996). Durante afios, el uso de variedades
resistentes a este virus ha sido la alternativa mas eficiente para evitar esta patologia.

Ademéas de las medidas mencionadas, constantes investigaciones buscan un efecto



preventivo y curativo de la enfermedad. Es asi como el control biolégico surge como una
alternativa emergente para la prevencion de infeccion viral, el cual involucra el uso de organismos
llamados antagonistas, que actdan disminuyendo la capacidad infectiva del patégeno, y a su vez
activan mecanismos de defensa de la planta, con lo que se limitaria la replicaciéon del virus y su

movimiento de manera sistémica en el huésped (Parry, 1990).

En el siguiente trabajo se evalué dos tipos de controladores biolégicos para observar la

efectividad de la aplicacién de éstos en el control preventivo del virus del mosaico del pepino.

1.1. Hipotesis

Hongos del género Trichoderma spp. y bacterias del género Bacillus spp. han sido
masivamente utilizados como controladores biol6gicos, ademas, de acuerdo a estudios realizados,
ambos han demostrado tener un efecto indirecto confiriendo resistencia a infeccion viral,
reduciendo en las plantas los sintomas caracteristicos del virus. De acuerdo a ello, plantas de
meldn inoculadas con estos biocontroladores serian menos susceptibles al ataque del virus del

mosaico del pepino.

De acuerdo a lo anterior, el objetivo general de esta investigacion fue evaluar el efecto de
Trichoderma spp. y Bacillus spp. sobre la concentracion del virus del mosaico del pepino
(Cucumber mosaic virus-CMV) en plantas de melén, y la expresion de sus sintomas

caracteristicos.



Objetivos especificos:

» Evaluar el efecto de los biocontroladores Trichoderma spp. y Bacillus spp. sobre la
expresion de sintomas de una infeccién artificial del virus del mosaico del pepino
(Cucumber mosaic virus - CMV) en plantas de meldn.

» Comparar concentracién de viriones del Cucumber mosaic virus-CMV en plantas
de meldn tratadas con los biocontroladores Trichoderma spp. y Bacillus spp. a
través de los valores de absorbancia obtenidos en la prueba seroldégica DAS-

ELISA.



Il. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Antecedentes del cultivo del meldn

El melén cuyo nombre cientifico es Cucumis melo L., pertenece a la familia de las
cucurbitaceas, y se cultiva en diferentes zonas de la geografia mundial, especialmente entre los
50° de Latitud Norte y los 30° de Latitud Sur, fundamentalmente en climas calidos y no demasiado
frios con temperaturas que oscilan entre 25 y 30° C (Gamayo, 1991).

La planta posee un sistema radicular muy abundante y ramificado, de crecimiento rapido,
pudiendo algunas de sus raices alcanzar una profundidad de 1.20 m. Sus tallos herbaceos estan
recubiertos de formaciones pilosas al igual que las hojas, y su desarrollo puede ser rastrero o
trepador, debido a la presencia de zarcillos (Maroto, 1995).

Las flores son solitarias, de color amarillo; segin su sexo pueden ser femeninas,
masculinas o hermafroditas. La polinizacién es de tipo entomdfila. Su fruto corresponde a un
peponide, de forma variable, pudiendo ser esférico o deprimido. La textura de la corteza del fruto
puede ser lisa, reticulada, o estriada, y al igual que su pulpa, puede ser de color verde, amarillo,
anaranjado o blanco (Maroto, 1995).

Las semillas ocupan la cavidad central del fruto, insertas sobre el tejido placentario, son
fusiformes y de color blanco, pudiendo encontrar dentro de un fruto 200 a 600 semillas (Maroto,
1995).

En cuanto a su produccion en Chile, la incorporacién de tecnologia en riego, técnicas de
forzado y asistencia técnica, ha llevado a un importante aumento de la superficie cultivada de

melén en zonas de secano.



En relacién a la oferta de producto, a nivel de mercado interno, esta se concentra entre los
meses de Noviembre a Abril, logrando las mayores producciones a partir de mediados de
Diciembre a Enero, coincidiendo con una importante reduccion de los precios. Esta caracteristica
de mercado se explica fundamentalmente por el escaso desarrollo técnico del cultivo, debido a que
en la zona Central se conserva el manejo tradicional de esta especie en cuanto a fechas de
siembra, técnicas de establecimiento, densidad de plantacion y variedades con una importante
presencia de material estandar (Urbina,2001).

Las exportaciones de este producto se han caracterizado por ser altamente erraticas en
cuanto a volumenes despachados, siendo Estados Unidos y Europa los principales mercados a los

cuales se exporta (Urbina,2001).

2.2 Enfermedades que afectan el melén (Cucumis melo)

Enfermedad es un fenbmeno exclusivo y propio de los sistemas vivientes, que involucra
todos los niveles de organizacion biolégica, y corresponde a una alteracion fisiolégica o
anormalidad estructural de la planta (Garcia-Arenal y Fraile, 1996).

Para el desarrollo de la infeccion no solo se requiere la presencia del patégeno, sino
ademas se deben presentar las condiciones ambientales necesarias para su desarrollo y un
hospedero susceptible, lo que se conoce como triangulo de la enfermedad.

En las cucurbitas existen mas de 200 enfermedades de diversa etiologia. En el cultivo del
meldn las patologias son provocadas por diferentes tipos de microorganismos, como son bacterias,

hongos y virus, como se resumen en el Cuadro 2.1.



Cuadro 2.1. Enfermedades del cultivo del melén (Cucumis melo)

ENFERMEDAD AGENTE CAUSAL ORIGEN
Fusariosis Fusarium oxysporum fsp. melonis Fungico
Verticilosis Verticillium alboatrum Fungico

Podredumbre del cuello de la Pythium sp. Fingico
raiz
Oidio Erysiphe polyphaga, E. polygoni, E. Fangico
cichoracearum
MildiG de las cucurbitaceas Pseudoperonospora cubensis Fungico
Pudricion gris Botrytis cinerea Fiangico
Alternariosis Alternaria cucumerina Fungico
Mancha angular de las Pseudomonas syringae pv.lachrymans Bacterial
cucurbitaceas
Marchitamiento bacteriano Erwinia tracheiphilla Bacterial
Virus del mosaico del pepino Cucumber mosaic virus-CMV Viral
Virus del mosaico de la sandia Watermelon mosaic virus-WMV Viral
Virus de la mancha amarilla del Tobacco ringspot virus-TRSV Viral
tabaco
Virus del mosaico amarillo del Zuchinni yellow mosaic virus-ZYMV Viral
calabacin)
Virus del mosaico del calabacin Squash mosaic virus-SMV Viral

Fuente: Zitter et al., 1996

2.3 Enfermedades causadas por virus

Las virosis son enfermedades frecuentes dentro de los cultivos, y son provocadas por
numerosos virus. Estos corresponden a nucleoproteinas que poseen la capacidad de producir
enfermedad dentro de las células vivas de diferentes formas vivientes. Los virus no poseen la
capacidad de dividirse dentro de las células o producir alguna estructura reproductora
especializada como lo son las esporas en los hongos. Su sistema de infeccion consiste en inducir a
las células hospedantes a formar mas particulas virales, ocupando los espacios libres en éstas y
alterando los componentes y procesos celulares, que a su vez modifican el metabolismo y llevan a
la produccién de sustancias anormales generando condiciones que influyen negativamente sobre

las funciones de la célula o del organismo (Agrios, 1996).



A diferencia de otros virus, los que infectan plantas presentan gran especificidad por la
planta que parasitan y en la cual se multiplican, diferenciandose entre si no sélo en tamafio y
forma, sino también en su constitucion quimica y estructura fisica, método de infeccion,
propagacion, diseminacion, translocacion dentro del hospedero, y los sintomas que producen
sobre él (Agrios, 1996).

La capacidad infectiva de estos patdgenos radica en la informacion genética que posee su
acido nucleico, que en la mayoria de los virus que infectan vegetales es RNA. Su ingreso ocurre a
través de heridas producidas mecéanicamente o por ciertos vectores, o bien cuando un grano de
polen infectado se deposita en un 6vulo.

Una vez que el virus ingresa al tejido vegetal, el acido nucleico (RNA) en primer término
pierde su cubierta proteica. Luego induce a la célula a sintetizar enzimas denominadas RNA
polimerasas, las que en presencia del RNA viral sintetizan nuevas moléculas del genoma.

Para que ocurra una infeccién viral dentro de la planta, el virus debe pasar de una célula a otra
y propagarse sistémicamente. En su traslado de una célula a otra los virus se desplazan a través
de los plasmodesmos que unen las células adyacentes, generando una invasion constante y
directa (Agrios, 1996).

Entre las enfermedades que afectan cucurbitas, aquellas causados por virus son dificiles de
controlar y pueden ser muy destructivas. Su incidencia y severidad puede variar, dependiendo de
las relaciones complejas entre patégeno, hospedero, vectores y medio ambiente. Es importante
identificar a los agentes causales de enfermedades de virus y si es posible, adoptar estrategias
para reducir al minimo su impacto sobre la produccion y la calidad de cosecha (Zitter et al., 1996).

Durante afios, el control quimico de vectores y eliminacion de fuentes de inéculo han sido los
medios principales de prevenir enfermedades virales. La utilizacion de aceites minerales,
insecticidas piretroides, destruccién de cultivos infectados luego de cosecha y saneamiento estricto
en cosechas de invernadero, mostraban una alta eficacia, pero debian ser repetidas cada afio

(Zitter et al., 1996).



2.3.1 Virus del mosaico del pepino (Cucumber mosaic virus-CMV)

A nivel mundial, el virus del mosaico del pepino es sin duda el virus encontrado con mayor
frecuencia en los cultivos de cucurbitaceas al aire libre y en cultivos de invernadero. Descrito en
Estados Unidos a principios del siglo XX, y posteriormente sefialado en todos los continentes, ain
es considerado como un importante agente viral destructivo que afecta especialmente a este grupo
de especies. Junto con otros virus, ha sido responsable de epidemias extendidas en muchas

partes del mundo provocando grandes pérdidas.

a) Agente causal

De acuerdo a su taxonomia viral, el virus del mosaico del pepino, CMV, pertenece a la
familia Bromoviridae, cuyo género es Cucumovirus. Es un virus poliédrico, con un didmetro
aproximado de 30 nm. Su peso molecular esta dentro de los limites de 5.8 a 6.7 millones Daltons,
de los cuales el 18 % es RNA y el 82 % restante, proteina. El punto de inactivacion térmica de este

virus es de casi 70 °C (Agrios, 1996).

b) Ciclo de la enfermedad

CMV inverna en muchas malezas perennes y en plantas de cultivo; las malezas albergan al
virus en sus raices durante el invierno y lo llevan hasta su follaje en la primavera, desde donde los
afidos lo transmiten a las plantas de cultivo susceptible. Una vez que éstas han sido infectadas, los
insectos vectores y el hombre cuando cultiva y manipula las plantas, diseminan el virus a individuos
sanos.

Si el virus es transmitido por la savia o por insectos, produce una infeccion sistémica de la
cucurbitdcea y de la mayoria de las demas plantas hospederas. Tejidos y érganos senescentes
gue se desarrollan antes que se produzca la infeccion no son afectados por el virus, pero las

células y tejidos jévenes activos que se desarrollan después de la infeccion, pueden ser afectados



con severidad variable. La concentracion del virus en las plantas infectadas continla aumentando
varios dias después que se produjo la inoculacion y mas tarde disminuye por bajo el nivel inicial o

hasta que la planta muere (Agrios, 1996).

c) Especies hospederas

CMV es de distribucién mundial y puede infectar aproximadamente 800 especie de plantas,
incluyendo monocotiledéneas y dicotiledéneas. La gama de hospederos incluye cultivos vegetales,
como zanahoria (Daucus carota), apio (Apium graveolens), cucuUrbitas en general, lechuga
(Lactuca sp.), cebolla (Allium cepa), espinaca (Spinacia oleracea), tomate (Lycopersicum
esculentum); ornamentales como la anémona (Anemone sp.), aster (Aster sp), geranio

(Pelargonium sp), petunia (Petunia sp); plantas lefiosas y semi lefiosas (Zitter et al., 1996).

d) Epidemiologia y transmision

El método mas comun de transmision de virus y econémicamente mas importante es a
través de insectos vectores. Dentro de estos los de mayor importancia son afidos y mosquita
blanca.

El CMV es transmitido por pulgones, de manera no persistente. Los afidos adquieren con
sus partes bucales el virus desde plantas enfermas durante unos pocos segundos (30 0 menos), lo
transportan dentro de sus estiletes, y una vez que se alimentan de plantas sanas, transmiten el
virus mientras se alimentan de ellas.

El periodo en que los afidos son viruliferos después de haber adquirido un virus portado en
el estilete, varia desde unos cuantos minutos hasta varias horas, después de lo cual ya no pueden
transmitirlo (Agrios, 1996).

La transmision del virus la realizan mas de 60 especies de afidos, entre los cuales se

encuentra Myzus persicae, Macrosiphum euphorbiae, Aulacorthum solana y Aphis gossypii.



La alta eficiencia de este modo de transmisién hace que la enfermedad pueda propagarse
en un cultivo sin que se observe la presencia de importantes poblaciones de pulgones (Blancard et

al., 1996).

e) Sintomatologia

La sintomatologia desarrollada en general se caracteriza por una disminucion en la tasa de
crecimiento, desarrollo de una severa atrofia en la planta, mosaico foliar amarillo prominente,
malformacion y reduccion drastica del tamafio de la hoja y de los entrenudos del tallo, disminucién
en el rendimiento total, y por ende una disminucién del periodo efectivo de vida del cultivo.

En las etapas tempranas de crecimiento, los sintomas sistémicos consisten en
enrollamiento de la hoja, mosaico, y reduccién en el tamafio de la lamina. En plantas con alta
severidad de infeccién, las flores afectadas pueden presentar anormalidades prominentes y pétalos
verdosos. Los frutos infectados se deforman y a menudo decoloran y por lo general permanecen
pequefios. En frutas afectadas con un alto nivel de severidad, las producciones de semilla son
practicamente nulas (Zitter et al., 1996).

De acuerdo a la especie, cultivar, condiciones ambientales y edad de las plantas, varia la

intensidad de los sintomas foliares.

f) Deteccion e identificacion

Segun Agrios (1996), las particulas virales individuales no pueden observarse con el
microscopio éptico, aunque las inclusiones o cristales producidos por éstos en células infectadas,
se pueden observar a través de este medio.

Los métodos que se utilizan actualmente para detectar los virus de las plantas incluyen
entre otros, la transmisién del virus de una planta enferma a una sana ya sea por injerto o
inoculacién con savia. Algunos otros métodos de transmision utilizan insectos vectores para
demostrar la presencia de un virus, sin embargo, la mayoria de estos métodos no pueden

determinar si el patégeno es un virus, un micoplasma o una bacteria; hoy en dia sélo la transmisién



a través de la savia de individuo enfermo se considera como una prueba de la naturaleza viral del
patégeno.

La prueba mas definitiva de la presencia de un virus en una planta se logra mediante
pruebas serolégicas. Estas técnicas basadas en la interaccion anticuerpo-antigeno, son sencillas y
especificas permitiendo analizar muestras de una forma rdpida. Ejemplo de estas es la técnica
inmunoenzimatica ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay). Esta presenta una variante,
conocida como doble “sandwich” de anticuerpos, denominada DAS-ELISA (Double Antibody
Sandwich - Enzyme Linked Immunosorbent Assay), técnica usual para deteccion de virus en

material vegetal (Cambra et al., 1996).

g) Control

Durante el cultivo, ningiin método de control es curativo, y una planta enferma lo estara
toda su vida. En el momento inicial del ataque puede ser (til la eliminacién de individuos
infectados, sobre todo en cultivo bajo invernadero; ademas los sintomas sélo se expresan tras un
periodo de incubacion de una a dos semanas durante el cual la planta puede actuar como fuente
de virus para pulgones (Zitter et al., 1996).

Las aplicaciones de insecticidas son Utiles para limitar la poblacion de pulgones, vectores
del virus. Sin embargo, no son eficaces para impedir el desarrollo de la epidemia virica, ya que los
vectores con frecuencia provienen del exterior del cultivo y transmiten el virus durante picaduras
muy breves, sin que el insecticida tenga tiempo de actuar (Blancard et al., 1996).

La eliminacion de hospederos alternativos, como malezas, es a menudo una tarea
imposible, debido a la extensa gama de especies que puede infectar este virus. Un método
eficiente para evitar la presencia de esta virosis, es la utilizacion de cultivares resistentes. La
resistencia a la infeccion viral es estable y duradera. En 1928, Porter encontré resistencia a este
patégeno en un pepino chino, y actualmente la misma resistencia ha sido introducida a la mayor
parte de las variedades de pepinos desarrollados en los Estados Unidos y en el mundo. Dentro del

mismo esquema, otra solucion frente a enfermedades virales se basa en el empleo de la ingenieria



genética. Un nuimero de genes de resistencia de virus han sido estudiados y se encuentran

disponibles para ser utilizados en la obtencion de cultivares resistentes (Zitter et al., 1996).

2.4 Biocontroladores Trichoderma spp. vy Bacillus spp.

2.4.1 Trichoderma spp.

El género Trichoderma agrupa especies de hongos que se encuentran presentes en forma
natural, en una gran cantidad de suelos y habitat, desarrollandose frecuentemente sobre madera y
tejidos vegetales en descomposicion. Debido a su naturaleza agresiva y su capacidad metabdlica
para competir con la abundante microflora circundante, es un organismo dominante en los suelos.
Se caracteriza por ser un hongo de crecimiento rapido, cuyas temperaturas éptimas de desarrollo
fluctGan entre 25-30 °C (Samuels, 2001).

Taxonomicamente, Trichoderma es un Deutoromycete perteneciente al grupo de los
Hifomycetes. Posee conidiéforos erectos y altamente bifurcados que terminan en uno o varios
fialides. La disposicion de las ramas primarias genera un aspecto piramidal (Samuels, 2001).

Debido a su facil manipulacidon y versatilidad, los hongos del género Trichoderma son
utilizados como controladores biolégicos de diferentes hongos. El parasitismo directo es una de las
formas de control, a través de la liberacion de enzimas (celulasas, glucanasas, lipasas, proteasas y
quitinasas) que ayudan a disolver la pared celular de las hifas del huésped, facilitando la absorcién
de nutrientes e insercién de estructuras especializadas en el interior del hongo parasitado.
Ademas, produce antibiéticos que le permiten inhibir el desarrollo de otros hongos o bacterias, que
compiten por nutrientes y espacio (Roco et al., 2001)

La capacidad biocontroladora de Trichoderma spp. se conoce desde los afios 30. El efecto
biocontrolador de este hongo no sélo se reduce a la capacidad de inhibir el crecimiento de
patégenos de las plantas, sino que también puede inducir la resistencia sistémica y localizada para
una gama de patdgenos, y competencia por nutrientes. Ademas, ciertas cepas tienen influencia

sustancial sobre el crecimiento de la planta y el desarrollo de ésta (Roco et al., 2001).



2.4.2 Bacillus spp.

En 1872 Roberto Koch, reconocié la bacteria Bacillus subtilis. Al género Bacillus
corresponden bacterias Gram positivo perteneciente al orden Bacillales, y a la familia Bacillaceae.
Se encuentra comdnmente en el suelo y agua.

Como muchas de las bacterias, tiene la capacidad de formar endosporas resistentes, que
le permite tolerar condiciones ambientales extremas, como altas temperaturas. Se desarrolla en
ambientes aerbbicos (Todar, 2005).

Existen muchos microorganismos que han sido considerados como antagonistas de
algunos patégenos, constituyendo una alternativa a los productos quimicos, estos se denominan
controladores biolégicos. Entre ellos se encuentran las bacterias del género Bacillus, que ha
mostrado ser un eficiente controlador de hongos como Fusarium y Rhizoctonia solani, en
solanaceas (Sandoval, 2004).

De forma natural esta bacteria tiene una buena accién biocontroladora como fungicida. Su
modo de accién se caracteriza por la liberacién de compuestos antifingicos como la subtilina y
otros antibidticos de la familia de las Iturinas, caracterizandose estas Ultimas por ser compuestos
gue actuan sobre la pared celular de los hongos (Kloepper et al., 2004).

Dada estas caracteristicas biocontroladoras, se han creado productos comerciales que
contienen este microorganismos en su formulacion, tales como Serenade WP®, formulado en base

a Bacillus subtilis.

2.4.3 Trichoderma spp. y Bacillus spp. como inductores de resistencia

La induccion de resistencia por parte de Trichoderma sp. en plantas ha sido
constantemente estudiada. Asi, la primera manifestacion clara de resistencia inducida por este
hongo fue publicada en 1997 por Bigirimana et al, quienes mostraron que al tratar el suelo con
Trichoderma harzianum, para control de enfermedades causadas por los hongos Botrytis cinerea y

Colletotrichum lindemuthianum, en fréjol, las hojas de la planta mostraban resistencia a estas



enfermedades. Ello permitié determinar que aln cuando la cepa del hongo se encontraba presente
sélo sobre las raices y no sobre el follaje, igualmente ejercia cierta resistencia a ambas patologias
(Harman et al., 2004).

La invasion a las células de las raices por parte de Trichoderma sp., puede causar la
resistencia sistémica inducida. Varios estudios han mostrado que la colonizacion de raiz por cepas
de Trichoderma sp. aumenta los niveles de enzimas relacionadas con la defensa de las plantas,
incluyendo peroxidasas (Harman et al., 2004).

Segln Harman et al. (2004), a través de estudios se ha evidenciado que cepas de
Trichoderma sp. generarian resistencia inducida en diferentes plantas y sobre diversas patologias,
causadas por hongos y virus. Asi, la especie T. harzianum cepa T-1y T22, y la especie T. virens
cepa T3, generan proteccién sobre las hojas del pepino (Cucumis sativus) ante el Virus de mosaico
de la mancha verde del pepino (Green-mottle mosaic virus-CGMMYV), cuando las cepas de
Trichoderma se presentaban sélo sobre las raices. Producto de la aplicacion, se produjo una
reduccién de la enfermedad.

Kloepper y Schroth (1978) reportaron que ciertas bacterias colonizadoras de las raices
podian promover el crecimiento en rabanos picante en ensayos de campo e invernadero, y a estas
bacterias las denominaron rizobacterias promotoras del crecimiento de las plantas (RPCP o
PGPR). Desde entonces, se han realizados estudios bajo invernadero para reducir la severidad o
incidencia de las enfermedades virales a través de la aplicacién de diferentes cepas de Bacillus sp.

Zehnder et al. (2000), citado por Kloepper, (2004) realizaron investigaciones sobre la
proteccion sistémica contra CMV en tomate y tabaco. Basado en sintomas y segun los andlisis a
través de ELISA, en comparacion con los controles, los tratamientos bacterianos redujeron

perceptiblemente la severidad de la enfermedad (Kloepper et al., 2004).



lIl. MATERIALES Y METODOS

3.1. Ubicacién del ensayo

El ensayo se llevé a cabo en el invernadero ubicado en el Campus Lircay, perteneciente a

la Facultad de Ciencias Agrarias de la Universidad de Talca, durante la temporada 2005/2006.

3.2. Material vegetal y produccién de plantas

Para la realizacion de los ensayos se utilizé la variedad de melén VME 603 de Sakata
Seed Chile S.A. Este es susceptible al virus del mosaico del pepino, CMV.

Para la siembra se utilizaron bolsas plasticas de 1 litro de capacidad, en las cuales se
sembraron dos semillas por bolsa, utilizando como sustrato tierra de hojas. Aproximadamente un

mes después, las plantas fueron raleadas, es decir, se dejo sélo una planta por bolsa.

3.3. Aplicacién de los biocontroladores

En el ensayo se evalud el efecto de los biocontroladores Trichoderma sp. y Bacillus sp.
sobre la infeccion de CMV. Para el primero se utilizé una mezcla que incluye las cepas Sherwood,
Trailes y Queule, que corresponden a aislados obtenidos por el Laboratorio de Fitopatologia de la
Facultad de Ciencias Agrarias a través de un proyecto financiado por la Fundaciéon para la
Innovacion Agraria (FIA). En el caso de Bacillus sp. se utilizé la cepa nativa Antumavida, obtenida
también a través de un proyecto financiado por la misma institucion y desarrollado por el mismo

laboratorio.



Para la evaluacion de los biocontroladores se realizaron tres aplicaciones de éstos pre-
inoculacién del virus Cucumber mosaic virus-CMV, sobre las plantas de melén. La primera
aplicacion de los biocontroladores se ejecutd 40 dias después de siembra (4 pares de hojas).
Cinco y diez dias posteriores a ésta, se realizaron la segunda y tercera aplicacion respectivamente.

La aplicacion de ambos biocontroladores se efectud utilizando un aspersor manual de 5L,
a una concentracion del antagonista de 10® UFC/ml, es decir, 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 sp. El mojamiento de

cada planta fue hasta punto de escurrimiento.

3.4. Fuente de inéculo de Cucumber mosaic virus — CMV

En cuanto al indculo del virus, éste fue obtenido de plantas de tomate infectadas con CMV,
las que fueron analizadas a través de la técnica serolégica de DAS-ELISA con el fin de comprobar
la identidad del patégeno. ElI material enfermo recolectado correspondié a hojas, las que se
almacenaron en recipientes que contienen CaCO; con el fin de secarlos y mantener el patdégeno

infectivo.

3.5. Preparacién del inéculo del virus e inoculacién

Una vez que los biocontroladores fueron aplicados, 7 dias posterior a ello, se procedié a
inocular las plantas con el virus.

A partir del material infectado con CMV se preparé el indculo. Para tal fin se pes6 1 g de
tejido seco, el que se maceré en 5 ml de tampon fosfato de extraccion, pH 7.4, utilizando morteros
estériles.

Utilizando un sacabocado estéril, el extracto se aplicé a 2 hojas jévenes de cada planta.
Esto se realizé un par de veces en un lapso de 7 dias con el fin de asegurar la infeccién con el

virus.



3.6. Disefio experimental

El ensayo se ordend en un disefio experimental completamente al azar con 3 repeticiones,
donde cada unidad experimental se componia de 13 plantas. Los tratamientos evaluados se
presentan en el Cuadro 3.1.

Ademas, se incluyé un testigo absoluto, sin inoculacion (Tratamiento TO) compuesto por 14
plantas, el que se mantuvo alejado del ensayo en un lugar aislado. El objeto de ello fue verificar
que el material de propagacion empleado no se encontraba contaminado por microorganismos.
Estas plantas también fueron evaluadas, pero los resultados no se incluyeron en el analisis

estadistico.

Cuadro 3.1. Tratamientos a evaluar en un ensayo de determinacién del efecto de

Trichoderma spp. y Bacillus spp. sobre la resistencia a CMV en melén.

Tratamiento Descripcién
T1 Testigo, inoculacion virus, sin inéculo del biocontrolador
T2 Aplicacion de Trichoderma spp pre-inoculaciéon de CMV
T3 Aplicacién de Bacillus spp. pre-inoculacion de CMV

3.7. Evaluacion

Transcurridos 45 dias posterior a la inoculaciéon con el virus, se realizaron las siguientes
evaluaciones en cada uno de los tratamientos:

= Incidencia y severidad para cada unidad experimental en base a sintomatologia visual

asociada al virus. Para el caso de evaluacion de severidad, ademas se realizd una

evaluacioén inicial 15 dias posterior a la inoculacién con el virus.



» Medicidn de altura y peso de las plantas, cuantificando peso fresco de la parte aérea y
raices para cada unidad experimental.
= Finalmente, se tom6é muestras de hojas para determinar por medio de DAS-ELISA la

presencia del virus CMV.

3.7.1 Determinacion de incidenciay severidad del virus CMV sobre las plantas de melén

La incidencia se determiné a través de la férmula empleada por Ogawa (1986), la que se

expresa en porcentaje de acuerdo a la ecuacion siguiente:

Incidencia (1): N ° de individuos con sintomas de infeccidn viral * 100

N° total de individuos

La severidad se determiné de acuerdo a la siguiente escala:

Nivel O: No se observan sintomas.
Nivel 1: Moteado leve.
Nivel 2: Moteado o mosaico moderado.

Nivel 3: Mosaico severo, deformacion de hojas.

En cada uno de los tratamientos se midié incidencia y severidad para cada unidad

experimental. A partir de ello se obtuvo como dato representativo de cada tratamiento, la moda, es

decir, nUmero que mas se repite, logrando asi una comparacion objetiva entre tratamientos.

3.7.2 Determinacioén de la presencia del virus

Para determinar la presencia del virus, se realiz6 la prueba serolégica DAS-ELISA. Para

ello, al final del ensayo se recolectaron dos foliolos en pleno desarrollo de cada unidad



experimental. Se pesé 0,2 g de cada foliolo y se diluyé en 1:20 (p/v) en tampon de extraccion
general, es decir, 0.2 g se diluyeron en 4 ml de tampdn, macerando en morteros estériles. Una vez
obtenido el extracto, se llevo por 24 horas a 4°C. Transcurrido dicho periodo, este extracto se
deposité sobre las celdillas de una placa de poliestireno previamente sensibilizada con un
anticuerpo monoclonal del virus. Para ello el anticuerpo fue diluido en tampén carbonato (0,02 M,
pH 9,6) y depositado en las placas, incubandose a 37°C por 4 horas.

Una vez adicionadas las muestras de hojas de las plantas, se incubaron a 4°C durante
toda la noche. Posteriormente se agregaron 100 pl del anticuerpo conjugado 1:1000 (1mg/ml p/v)
incubandose 4 horas a 37°C. Posteriormente, luego de lavar repetidas veces, se agrego el sustrato
(p-nitrofenil fosfato) diluido en tampdn sustrato (1mg/ml p/v) midiendo absorbancia a 405 nm, a 15
y 45 minutos.

Tras el término de cada paso se efectuaron tres lavados utilizando PBS-Tween (1mg/ml
p/v).

En cada placa utilizada se incluyé un control positivo, es decir, un testigo absoluto sano y

uno negativo, o testigo enfermo, con el fin de verificar el correcto funcionamiento de la técnica.

3.7.3 Medicion de altura de la plantay peso fresco

De cada tratamiento se obtuvo una altura promedio de plantas en similar estado fenoldgico,

para realizar una correcta comparacion entre tratamientos. De esta forma se midié altura desde la

base hasta la Ultima hoja extendida, y peso de la parte aérea y raices.

3.8 Andlisis de resultados




Los datos obtenidos fueron sometidos a un analisis de varianza (ANDEVA), utilizando el
programa estadistico Statgraphics Plus para Windows, previa transformacion de los datos en
porcentaje a valores angulares (Arcosen (%/100)"?), de manera de homogenizar las varianzas. En
aquellos casos en que el ANDEVA resulto significativo, se realizé separacion de medias mediante

el test Tuckey (HSD) (p < 0.05).



IV. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Presencia del virus del mosaico del pepino en las plantas

Posterior a la inoculacién del virus, en todos los tratamientos se observaron sintomas que
correspondian a los causados por el Virus del mosaico del pepino, CMV, como moteados y
mosaicos. Estos eran mas evidentes en hojas de mayor desarrollo, lo que concuerda con lo
establecido por Latorre (2004), que cita este tipo de sintomas en plantas de meldn infectadas con
el virus. Los sintomas se presentaron en las hojas de algunas plantas, pero no en todas. Aquellos
mas severos, como necrosis en el follaje o muerte de plantas, no se observaron en ninguno de los
tratamientos durante el desarrollo del ensayo.

Por otra parte, el testigo absoluto (sin aplicacién de biocontrolador ni inoculacion de virus),
no presentoé sintomas, lo que confirma la sanidad de la semilla.

Respecto a la presencia de sintomas en cada tratamiento, el tratamiento 3 (preinoculacién
con Bacillus spp.) es el que presentd el mayor porcentaje de plantas asintomaticas. Considerando
la literatura, de acuerdo a lo establecido por Zendher, citado por Kloepper (2004), Bacillus reduce
la cantidad de plantas sintomaticas, en relacién a un testigo inoculado con el virus, sin la aplicacion
de Bacillus sp.

A partir de la inoculacion del virus, en los dias posteriores los sintomas de las plantas
inoculadas fueron poco evidentes, en donde no se observaron diferencias de desarrollo foliar entre
los distintos tratamientos. Los primeros sintomas observados se lograron detectar
aproximadamente a los 30 dias. Estos tiempos se aproximan a lo establecido en la literatura, que
muestra la presencia de sintomas aproximadamente dos a tres semanas después de inoculacién

del virus.



4.2 Evaluacién de Trichoderma spp. y Bacillus sp. en el control preventivo del virus del

mosaico del pepino, CMV.

4.2.1 Severidad de la enfermedad

Los niveles de severidad se determinaron a los 15 y 45 dias posterior a la inoculacién del
virus. Inicialmente, las plantas no presentaron sintomas visibles, y no se observo diferencias entre
los tratamientos. En la evaluacion final de severidad, 45 dias post inoculacién, se observé un leve
incremento en la severidad del tratamiento sin biocontrolador y con inoculacion de virus. Los
resultados de incidencia se presentan en el Cuadro 4.1

En el analisis de varianza no se detectaron diferencias significativas entre los tratamientos.

Cuadro 4.1. Evaluacién de la severidad del virus del mosaico del pepino, CMV, en plantas de

melén tratadas con Trichoderma spp. y Bacillus spp.

DIAS POST INOCULACION

TRATAMIENTOS 15 45
Testigo inoculado con virus y sin
biocontrolador 1 2
T1
Aplicacion de Trichoderma spp.
T2 0 1
Aplicacién de Bacillus spp.
T3 0 1
Testigo absoluto
TO 0 0

De acuerdo a la escala de severidad:
Nivel 0: No se observan sintomas.
Nivel 1: Moteado leve.
Nivel 2: Moteado o mosaico moderado.

Nivel 3: Mosaico severo, deformacién de hojas.



4.2.2 Incidencia de la enfermedad

Finalizado el ensayo, se considerd conjuntamente a la severidad, la incidencia del virus del

mosaico del pepino en los tratamientos en estudio. Para ello se utilizé la férmula empleada por

Ogawa (1986), la que se expresa en porcentaje de acuerdo a la ecuacion siguiente:

Incidencia (1): N ° de individuos con sintomas de infeccion viral * 100

N° total de individuos

Los tratamientos en los que se aplicé biocontrolador pre inoculacion de virus, es decir, T2 y
T3, presentaron un porcentaje similar de incidencia, mientras que el tratamiento con inoculacion de
virus, sin biocontrolador presenté un alto porcentaje de incidencia en comparaciéon con todos los
tratamientos.

Los resultados obtenidos se resumen en la Figura 4.1, e indicarian que la aplicaciéon de
biocontroladores podria haber incrementado la defensa sistémica de las plantas. Sin embargo, en

el andlisis de varianza no se observaron diferencias significativas entre tratamientos.
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Figura 4.1. Evaluacién de la incidencia del virus del mosaico del pepino, CMV, en plantas de

melén tratadas con Trichoderma spp. y Bacillus spp.

Donde se define que:
T1: Testigo, inoculacion virus, sin indculo del biocontrolador
T2: Aplicacién de Trichoderma spp pre-inoculacion de CMV

T3: Aplicacién de Bacillus spp. pre-inoculacion de CMV

4.3. Efectos del Virus del mosaico del pepino (CMV) sobre el crecimiento vegetativo en las

plantas de melén

4.3.1. Altura final de plantas

Esta evaluacion se realiz6 en el periodo final del estudio, 45 dias después de la inoculacién

del virus. El analisis de varianza mostr6 que no existen diferencias significativas entre los

tratamientos.



La altura final promedio de las plantas de cada tratamiento se detalla en el Cuadro 4.2. En
todos ellos, las plantas crecieron de manera regular. Asi el tratamiento 2 (Trichoderma spp) vy el
tratamiento 3 (Bacillus spp.) mostraron alturas cercanas, mientras que el tratamiento 1 se alejo
levemente de estos promedios, presentando una altura menor de plantas, sin embargo fue
estadisticamente similar. De acuerdo a esto se puede concluir que los tratamientos con
biocontroladores no mostraron un crecimiento significativo mayor en comparacion con las plantas
no tratadas con estos, de lo que se determina que no tuvieron un efecto sobre la altura de las

plantas.

Cuadro 4.2. Efectos de virus del mosaico del pepino (CMV) sobre la altura final en plantas de

melén inoculadas con el virus.

TRATAMIENTO ALTURA FINAL (cm)l
T 97.3
T2 106.7
T3 105
Significancia n.s

1: Altura promedio de las plantas por tratamiento
2: Significancia, n.s: no significativo, *: p 0,05, **: p < 0,01

Donde se define que:
T1: Testigo, inoculacion virus, sin inéculo del biocontrolador
T2: Aplicacién de Trichoderma spp pre-inoculacion de CMV

T3: Aplicacién de Bacillus spp. pre-inoculacion de CMV



4.3.2. Peso fresco de las plantas

Junto con la altura final de las plantas, se consider6 la evaluacion del peso total de éstas,
considerando tanto peso de raices como parte aérea.

Los resultados obtenidos en cuanto a produccién de materia fresca de la planta de melén de
cada tratamiento se presentan en el Cuadro 4.3. Nuevamente se aprecia que no existieron

diferencias significativas entre tratamientos.

Cuadro 4.3. Efecto del virus del mosaico del pepino (CMV) sobre la producciéon de materia
fresca en plantas de melén inoculadas con el virus, y pre-inoculaciéon de Trichoderma spp.,

y Bacillus spp.

TRATAMIENTO PESO FINAL (gr)"
T1 31,7
T2 51,8
T3 40,6
Significancia * n.s

1: Peso promedio de las plantas por tratamiento
2: Significancia, n.s: no significativo, *: p 0,05, **: p < 0,01

Donde se define que:
T1: Testigo, inoculacion virus, sin indculo del biocontrolador
T2: Aplicacién de Trichoderma spp pre-inoculacion de CMV

T3: Aplicacién de Bacillus spp. pre-inoculacion de CMV



4.4. Determinacion de la presencia del virus CMV en los tratamientos a través de DAS-ELISA

Una vez que se realizaron las mediciones de altura y peso de las plantas de melén, de
cada unidad experimental constituida de 13 plantas, se tomé una muestra de hojas, las que fueron
sometidas a la prueba DAS-ELISA.

Los resultados obtenidos, fueron los esperados, es decir, los tratamientos inoculados con el
patégeno, resultaron positivos, lo que permitié verificar la presencia del virus en las plantas, en
conjunto con los sintomas observados durante el desarrollo de la evaluacién. De acuerdo a esto, la
inoculacién mecanica del virus en las plantas de meldon fue eficiente. Con respecto al testigo
absoluto, este presenté un ELISA negativo, logrando comprobar la ausencia del patégeno en las
plantas del tratamiento TO.

En la Figura 4.2 se pueden apreciar los valores de absorbancia obtenidos a los 45 minutos
luego de agregado el sustrato. Estos fueron sometidos a analisis estadistico, el cual arrojo
diferencias significativas entre tratamientos. Las plantas tratadas con Bacillus spp. pre inoculacién
de virus (T3), presentan el mayor nivel de absorbancia, mientras que el tratamiento de Trichoderma
spp. pre inoculacién de virus (T2), y el tratamiento sin biocontrolador e inoculacién de virus (T1), no

difieren estadisticamente.
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Figura 4.2. Valores de absorbancia obtenidos en la prueba serolégica DAS-ELISA en hojas
de plantas de melén inoculadas con virus del mosaico del pepino, CMV, tratadas

previamente con Trichoderma spp. y Bacillus spp.

Sin embargo, estos resultados no permiten concluir que la aplicacién de Trichoderma spp.
no fue efectiva en inducir mecanismos de defensa de las plantas frente al ataque viral del virus del
mosaico del pepino, para lo cual seria necesario considerar ademas, otros parametros de estudio.

El testigo absoluto, TO, no se considerd en el anadlisis estadistico y sélo se utiliz6 como
referencia. El valor de absorbancia que presento fue el menor de los tratamientos en estudio. Con
ello se confirma la inexistencia de virus en las plantas testigo, determinada previamente ante la

ausencia de sintomas.



4.5. Discusién

Los resultados obtenidos indican que ninguno de los biocontroladores tuvo un efecto en
cuanto a inducir resistencia en la planta frente a la infeccion del virus del mosaico del pepino.

Si bien los valores de severidad e incidencia en los tratamientos con aplicacion de
antagonistas fueron levemente inferiores, no se logro establecer diferencias estadisticas respecto
al testigo inoculado sélo con el virus. Esto podria explicarse por distintos factores, entre otros,
inoculaciéon inoportuna de los biocontroladores, alta presiéon del inéculo del virus, el que fue
inoculado en dos oportunidades, o un numero inadecuado de plantas que no permitié detectar
diferencias.

En futuros ensayos seria recomendable aplicar Bacillus sp. y Trichoderma sp. con mayor
antelacion a la inoculacién con el virus del mosaico del pepino, y ademas en un mayor numero de

oportunidades para asegurar si realmente existe un efecto.



V. CONCLUSION

Los principales sintomas observados a nivel foliar en plantas inoculadas con CMV fueron

mosaicos y moteados. Ademas se observaron deformaciones en las hojas.

Los distintos tratamientos evaluados no presentan diferencias estadisticas en cuanto a
incidencia de la enfermedad provocada por el virus del mosaico del pepino. Lo mismo ocurrié para

peso y altura.

En la prueba serolégica DAS-ELISA, el tratamiento con preinoculacion con Bacillus sp.
presentd la mayor concentracién de virus. Plantas tratadas con Trichoderma spp. no difirieron

estadisticamente del testigo sélo inoculado con CMV.

En cuanto a los grados de severidad de la enfermedad, en la Ultima evaluacion realizada a los

45 dias, no se presentaron diferencias considerables, con respecto a la evaluacion inicial.

A través de la prueba serolégica DAS-ELISA se pudo demostrar la eficiencia de la
inoculacién mecanica del virus. En el testigo absoluto (T0), el que no fue incluido en el analisis
estadistico, la prueba serolégica permitié asegurar que el material utilizado para el ensayo estaba

libre de patologia viral.

Para el parametro de altura de plantas y peso fresco no se presentaron diferencias

significativas entre los tratamientos preinoculados con biocontrolador y el testigo inoculado.
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