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USO DE CEPAS DE PSEUDOMONAS PROTENGENS PARA CONTROL DE
RHIZOCTONIA CEREALIS EN TRIGO INVERNAL

USE OF PSEUDOMONAS PROTENGENS STRAINS TO CONTROL
RHIZOCTONIA CEREALIS IN WINTER WHEAT

Palabras indice adicionales: Pseudomonas protegens, control bioldgico,
mancha ocular aguda.

RESUMEN

El trigo es uno de los principales cereales cultivados mundialmente, siendo
afectado por diversos patdgenos radiculares entre los que se encuentra la
mancha ocular aguda, causada por el hongo basidiomycete Rhizoctonia cerealis.
Actualmente no existe tratamientos adecuados que controlen de esta
enfermedad. Durante la temporada 2020-2021 se realizé un experimento con los
cultivares de trigo invernal, ‘Maxwell’ y ‘Rocky-INIA’ en la Estacion Experimental
Santa Rosa del Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA), Chillan, donde
se evaluo la eficacia de dos cepas de Pseudomonas protegens (cepas Cab y
Chc7), solas y en mezcla con fungicida (i.a.s: sedaxano + fludioxonilo +
difenoconazol + tiametoxan) en el control de R. cerealis, que fue inoculado al
suelo. Las parcelas tratadas a la semilla con P. Protegens cepa Chc7
aumentaron de forma significativa el rendimiento del cultivar ‘Rocky — INIA’
respecto a un testigo inoculado y otro sin inocular, aumentando esta variable en
8,2 qg ha. El andlisis de variables como emergencia de plantas, altura de
planta, y variables de calidad de grano, mostré que no hubo mayor efecto al usar
como tratamiento de semillas las bacterias P. protegens, ademas no redujeron
sintomas atribuibles a la infeccion por mancha ocular aguda.

SUMMARY

Wheat is one of the main cereals cultivated worldwide, which is affected by
various rot root pathogens, such as the sharp eyespot, caused by the
basidiomycete fungus Rhizoctonia cerealis. Currently there are no adequate
treatments to control the disease. During the 2020-2021 season, an experiment
was carried out with the winter wheat cultivars ‘Maxwell’ and ‘Rocky-INIA’ at the
Santa Rosa Experimental Station of the Institute of Agricultural Research (INIA),
Chillan, where the efficacy of two strains of Pseudomonas protegens (strains Ca6

and Chc7), alone and mixed with fungicide (i.a.s: sedaxane + fludioxonil +



difenoconazole + thiamethoxan) were assessed in the control of R. cerealis,
which was inoculated into the soil. Seed plots treated with P. protegens strain
Chc7 significantly increased the yield of this cultivar compared to an inoculated
control and another without inoculation in the cultivar ‘Rocky-INIA’, increasing this
variable in 8.2 qq hal. The analysis of variables such as plant emergence, plant
height, and grain quality variables, showed that there was no greater effect when
using P. protegens bacteria, and its use did not reduce symptoms attributable to
sharp eyespot infection.

INTRODUCCION

El trigo (Triticum aestivum L.) es uno de los principales cereales cultivados a nivel
mundial (Madariaga, 2020), debido al amplio rango de adaptacion, pudiendo
sembrarse tanto en invierno como en primavera y posicionandose como uno de
los alimentos mas influyentes de la cadena alimenticia humana (Plana et al.,
2006). En Chile, el trigo es la mas importante especie vegetal que produce
granos, ocupando la mayor area de siembra a nivel nacional (Rodriguez et al.,
2019). Durante la temporada de cultivo 2018-2019, este cultivo alcanz6 un total
de 222.705 ha sembradas, con una produccion de 13.399.919 q y un rendimiento
promedio nacional de 62,8 qq ha' (Garcia et al., 2020).

La produccién de trigo es afectada por factores abidticos y biéticos (Beddow et
al., 2015), siendo las enfermedades foliares y radiculares una de las principales
problematicas que afectan al cultivo. Los patdgenos radiculares son habitantes
comunes del suelo y afectan principalmente raices y corona de las plantas,
generando diversos sintomas (Carcamo, 2017). Para revertir esta condicion es
necesaria la busqueda de nuevos manejos para el cultivo (Lemanczyk, 2013).

Dentro de los diversos patdgenos radiculares que afectan al trigo se encuentra
el hongo necrotréfico R. cerealis (Van der Hoeven), agente causal de la mancha
ocular aguda, enfermedad observada a nivel mundial y detectada por primera
vez en Chile el afio 2004 (Madariaga, 2015). La enfermedad produce lesiones
ovaladas en las bases del tallo de borde marrén oscuro, con un centro mas
amarillento, pudiendo presentarse uno o mas sintomas dentro del mismo tallo,
segun la intensidad de la enfermedad (Lemanczyk, 2013). Este patogeno
destruye los tallos y los tejidos del floema, alterando el correcto transporte de
agua y nutrientes en la planta (Tunali et al., 2008). Esta enfermedad puede

desarrollarse durante cualquier etapa del crecimiento del trigo, siendo recurrente



su infeccién en etapas avanzadas de desarrollo (Lemanczyk, 2012), donde
principalmente los taques tardios pueden favorecer la tendedura de la sementera
(Zhu et al., 2014). Dependiendo de la intensidad del ataque se generan granos
pequefios y maduracion prematura (Lemanczyk, 2013), causando pérdidas de
rendimiento que fluctian entre 10 a 40 % (Zhu et al., 2014). La enfermedad se
ve favorecida por climas frios y himedos (Lemanczyk 2010), lo que, sumado a
suelos ligeramente acidos, generan un ambiente propicio para su desarrollo
(Lemanczyk, 2013). R cerealis sobrevive durante el invierno en restos vegetales
y/o suelo en la forma de micelio o esclerocio, los que sirven como indculo
primario para iniciar la infeccion (Schroeder, 2008; Lemanczyk, 2013).

Durante las ultimas temporadas agricolas, en la zona centro sur y sur de Chile
se ha registrado un aumento de la presencia de mancha ocular aguda en
cultivares (Vera, Comunicacién personal). En esta area se cultiva la mayor
superficie de trigos de habito invernal, los que presentan una mayor incidencia
de la enfermedad, asociado a las condiciones climaticas y de suelo
predisponentes en la zona, que favorecen la colonizacion de los tejidos vegetales
por el patdégeno, lo que se agrava con el uso de manejos culturales deficientes
(Lemanczyk, 2012; Schillinger, 2006)

El mejoramiento genético y el uso de fungicidas se han establecido como
posibles estrategias de control para enfrentar la enfermedad; sin embargo, a la
fecha no existen herramientas satisfactorias que logren erradicarla (Lemanczyk,
2013), es por esto que los agentes bioldgicos surgen como una alternativa al uso
de productos quimicos (Doussoulin et al., 2011; Glick, 2014; Hernandez, 2018).

Las bacterias del género Pseudomonas han sido estudiadas como potenciales
agentes de biocontrol, ya que promueven la salud de los cultivos, estimulan la
germinacién de semillas y emergencia de plantulas aumentando ademas el
desarrollo de las plantas mediante la sintesis de vitaminas, fitohormonas,
solubilizacion de fésforo e inhibicion de etileno (Raudales et al., 2009; Ramette
et al., 2011; Vega et al., 2017). En nuestro pais se han detectado interacciones
entre estas bacterias y hongos del suelo que afectan al trigo (Moya-Elizondo et
al., 2015; Moya-Elizondo et al., 2022) y existen antecedentes de que la presencia
de Pseudomonas disminuye la intensidad de enfermedades radiculares asociado
al trigo de manera natural (Andrade et al., 2011; Vera et al., 2019). Bacterias del

género Pseudomonas puede inhibir en diferentes grados el crecimiento de



hongos fitopatdbgenos y bacterias al secretar compuestos antibacterianos
(Santoyo et al., 2010; Arseneault et al., 2013; Duke et al., 2017; Hernandez et
al., 2018). Existen mas de 20 grupos genéticos asociados al gen phlD+ en
especies del grupo de las P. fluorescens (Mavrodi et al., 2001; McSpadden et al.,
2005; De la Fuente et al., 2006 y Landa et al., 2006; Doussoulin et al., 2022) que
se asocia a la produccion del metabolito policétido 2,4-diacetilfloroglucinol (2,4-
DAPG), que esta también presente en especie de P. protegens (Raudales et al.,
2009; Véasquez, 2011; Vera et al., 2019), el que inhibe diversos patdégenos
radiculares (Ramette et al.,, 2011; Vera et al.,, 2019), presentando una alta
efectividad para el combate de este tipo de enfermedades (Mavrodi et al., 2002;
Paulin et al., 2009; Raudales et al., 2009; Doussoulin et al., 2011; Vera et al.,
2019). ElI 2,4-DAPG, ademéas de inhibir el crecimiento de hifas, genera
alteraciones de la membrana plasmaética, vacuolizacion y pérdida del potencial
de membrana mitocondrial (Troppens et al., 2013). En base a los antecedentes
descritos, esta investigacion evalud la actividad antagénica de P. protegens en
el control de R. cerealis y su efecto en el rendimiento y calidad de grano en dos
variedades de trigo bajo las condiciones de la zona centro-sur de Chile.
MATERIALES Y METODOS

Material microbiolégico

Se utilizé un aislado patogénico de R. cerealis M33C (rce_2016_3 UDEC)
obtenido el afio 2015 desde plantas de trigo ‘Maxi-Baer’ que presentaban
sintomas de mancha ocular aguda en una sementera localizada en Osorno,
Region de Los Lagos, Chile (Doussoulin et al., 2022). El aislado fue identificado
en base a caracteristicas morfoldégicas y moleculares, manteniéndose en el
laboratorio de Fitopatologia de Cultivos del Instituto de Investigaciones
Agropecuarias (INIA-Quilamapu Chillan, Chile).

Las cepas bacterianas correspondieron a P. protegens cepas Ca6 y Chc7,
aisladas previamente desde la rizosfera de trigo de diferentes suelos de tipo
Andisol ubicados en el sur de Chile en la zona de cajon a 8 km de la ciudad de
Temuco (Moya-Elizondo et al., 2013), las cuales presentan el gen phiD el cual
se encarga de producir 2,4- DAPG (Castro et al., 2020) y mecanismos
metabdlicos para promover el crecimiento (Vega, 2017). Estas bacterias se
encuentran almacenadas en el Laboratorio de Fitopatologia de la Facultad de

Agronomia en la Universidad de Concepcion, Campus Chillan.



La preparacion de in6culo de R. cerealis se realiz6 sobre granos de avena
(Avena sativa L.) donde se multiplico por 30 dias el hongo en medio agar papa
dextrosa (APD) en placas Petri por 20 dias. Matraces Erlenmeyer de 500 mL
fueron llenados con 200 g de avena y 100 mL de agua destilada, la que cubrio
en su totalidad los granos. La avena contenida en los matraces se sometio a dos
autoclavados, (autoclave Deltalab AT 50) en condiciones que permitieron una
Optima esterilizacion durante 15 minutos, a 120 °Cy presion de 15 libras pulgada
2. El material fue de los matraces fue dejado enfriar para inocular con trozos
circulares de agar colonizado por R. cerealis de 9 mm de didmetro crecidos en
APD.

Sitio experimental

Se realizaron dos experimentos durante la temporada 2020-2021 en el Campo
Experimental Santa Rosa perteneciente al Centro Regional INIA Quilamapu
ubicado a 21 km de la ciudad de Chillan, region de Nuble, Chile (36°31°53” S,
71°54’50,1” O, 220 m.s.n.m.) y fueron establecidos en un suelo del tipo Andisol
de la serie Arrayan, regado (Stolpe, 2006). Estos experimentos correspondieron
a un ensayo utilizando el cultivar ‘Maxwell’ y otro con ‘Rocky-INIA’. Ambos
cultivares son trigos harineros (Triticum aestivum L.) con habito de desarrollo de
tipo invernal. En ambos cultivares se utilizaron los mismos tratamientos (Tabla
1) y estructuras para las unidades experimentales, que consistieron en parcelas
de 2,4 m? con seis hileras de 2 m de largo a 0,2 m entre hileras. Las parcelas
fueron sembradas con 8 g de semilla por hilera, equivalente a una dosis de 200
kg hal de semilla. En cada ensayo se considerd dos tratamientos testigo, uno
de ellos inoculado con el patégeno R. cerealis y otro sin inocular (Tabla 1).

Previo a la siembra, todas las semillas fueron tratadas con el insecticida i.a.
imidacloprid (Punto 600 FS, Anasac Chile S.A, Santiago, Chile), en dosis de 120
mL en 100 kg semilla, para el control de &fidos. El tratamiento se realizo
mezclando el producto dentro de una bolsa plastica junto a la dosis de semilla
correspondiente, agitandolas hasta lograr un uniforme cubrimiento de los granos,
siendo secadas a temperatura ambiente. Posteriormente, en cada ensayo las
semillas de dos de los tratamientos fueron tratadas con el fungicida i.a. sedaxano
+ fludioxonilo + difenoconazol + tiametoxan (Vibrance® Integral, Syngenta S.A)
en dosis 200 mL en 100 kg de semilla, para posteriormente mezclar con las

semillas utilizando el mismo procedimiento descrito anteriormente para el



insecticida. Finalmente, uno de los dos tratamientos con fungicida se combiné
con la cepa Ca6 de P. protegens en cada uno de los ensayos.

En las parcelas cada hilera se sembré manualmente utilizando dos granos de
avena infestado con R. cerealis por cada grano de trigo, los que fueron puestos
juntos en el surco de siembra en los tratamientos correspondientes.

Las semillas fueron tratadas con las cepas bacterianas en estudio, de manera
separada para cada tratamiento correspondiente, descrito en la Tabla 1. Para
ello las cepas bacterianas fueron disueltas en el equivalente a 10 mL de agua
por kg de semilla, para posteriormente mezclarlo con las semillas dentro de una
bolsa plastica, la cual se agité hasta lograr el cubrimiento uniforme de los granos
donde se dej6 secar totalmente a temperatura ambiente.

Al momento de la siembra el control de malezas se realizé con herbicida cuyos
i.a. corresponden a flufenacet + flurtamone + diflufenican (Bacard® Forte 360
SC, Bayer S.A, Santiago, Chile), en estados posteriores se realiz6 manualmente.

Tabla 1. Tratamientos a la semilla e inoculacién artificial con R. cerealis,
utilizados en los ensayos con cultivares de trigo de habito invernal Maxwell y

Rocky-INIA.

Tratamiento Inéculo R. cerealis
Testigo (-)*
Testigo (+)

P. protegens Ca6? (+)

P. protegens Chc72 (+)

P. protegens Ca6 + Fungicida® (+)
Fungicida +)

1 Ca6: correspondiente a Pseudomonas protegens cepa Ca6, aplicada a la semilla en dosis
de 108 UFC mL.

2 Chc7: correspondiente a Pseudomonas protegens cepa Chc7, aplicada a la semilla en
dosis de 108 UFC mL.

8 Fungicida: Vibrance® integral (i.a. sedaxano + fludioxonilo + difenoconazol + tiametoxan)
en dosis de 200 mL de producto quimico para 100 kg de semilla.

4 Signos indican sin indculo (-) y con inéculo (+) de R. cereales.

Las plantas fueron fertilizadas a la siembra con 153 unidades de N como salitre
soédico (NaNO3) en dos parcializaciones: 93 unidades a media macolla (375 kg
ha') y 60 unidades al término de la macolla (580 kg hat); estado Z 2.4y Z 3.0
respectivamente (Zadoks y Schein, 1979).




Para corroborar la correcta inoculacion de R. cerealis en las parcelas
experimentales, se recolectaron plantas con sintomas desde parcelas que
presentaban mayor severidad de la enfermedad en los estados Z 2.9 (brote
principal y nueve macollos) y Z 3.5 (quinto nudo). Para ello en laboratorio se tomé
tejido sintomatico del tallo, el que se lavé hasta eliminar en su totalidad residuos
de suelo y tejido vegetal descompuesto. Posteriormente, en agua corriente se
depositaron durante 24 h trozos superficiales de dicho tejido, para luego lavar
durante un minuto el material con solucioén al 1 % de hipoclorito de sodio (NaClO).
Finalmente se enjuago tres veces con agua destilada estéril (ADE) previo a
siembra en placas con APD. Se determind la presencia del hongo al observar
que transcurridos 7 dias comenzé el desarrollo de un micelio que conforme
pasaron los dias se fue tornando café claro, con aspecto levemente algodonoso
que formaba halos a lo largo de la placa. Al transcurrir aproximadamente 30 dias
se habian formado esclerocios caracteristicos del patdgeno de color café oscuro.
Al ser observado en microscopio se permite corroborar la presencia de hifas
transparentes, delgadas y bifurcadas en angulo recto respecto a la hifa principal.
EVALUACIONES DE DESARROLLO Y PRODUCCION.

Todas las evaluaciones realizadas en el presente estudio se llevaron a cabo en
las cuatro hileras centrales, siendo descartadas las hileras borde de la parcela.
Evaluacion de desarrollo del cultivo.

Emergencia de plantas. Para esta evaluacion se realizé el recuento del n° de
plantas emergidas en un metro lineal por parcela (plantas m lineal %) durante
estado Z 1.6 (seis hojas desplegadas).

Altura de planta. Esta medicion se realizé en dos estados de desarrollo, macolla
(Z 2.2) y madurez de cosecha (Z 9.0) considerando para la medicién la altura de
la planta desde la superficie desde el suelo hasta el extremo superior de la espiga
en cm, exceptuando sus aristas.

Evaluacion de la enfermedad

Incidencia de la enfermedad en terreno. Se realizO una evaluacion de
incidencia de la enfermedad en terreno en el estado de embuche (Z 4.5), donde
se determiné el niumero de plantas afectadas por el patégeno R. cerealis,
determinando la cantidad de plantas con sintomas respecto al total de plantas
presentes en un metro lineal de la segunda hilera de la parcela y se determiné

el porcentaje de plantas afectadas del total de plantas analizadas.



Severidad de sintomas de la enfermedad. De manera visual se determind la
severidad de la enfermedad mediante la estimacién del porcentaje de plantas
con menor tamafio y sintomas de amarillamiento sobre el total de plantas
presentes en cada parcela. Este proceso se realizo utilizando una escala
subjetiva que comprende de 0 % (ausencia de sintomas en las plantas de la
parcela) a un 100 % (presencia de sintomas de la enfermedad en la totalidad de
plantas de la parcela). Estas evaluaciones se realizaron en el estado primer nudo
Z 3.1 (15 de octubre de 2020) y en el estado embuche Z 4.5 (30 de octubre de
2020).

Evaluaciones delesiones en el cuello de la planta. Durante el estado de grano
lechoso (Z 7.0) se arrancOo 1 m lineal de plantas, tomando la planta completa
incluyendo la zona radicular. Se evalud la incidencia de la enfermedad mediante
el conteo de tallos que presentaron sintomas de mancha ocular aguda respecto
al total de tallos presentes en el metro lineal extraido desde la parcela. Ademas,
se determind la severidad en zona de los dos primeros internudos de la planta,
mediante una escala visual de cinco digitos (Vera et al., 2019) descrita en la
Tabla 2, que se utiliz6 para determinar un indice de severidad de oscurecimiento
(ISO), que se cuantificé en base a la siguiente férmula.

2. (N° de plantas de la categoria x valor de cada categoria)
ISO= - - x100
N° total de plantas x numero de categorias

Tabla 2. Escala de cinco digitos para determinar en porcentaje la severidad de
la enfermedad en los tallos de las plantas.

Digito Porcentaje de sintoma
0 0 %
1 1%-25%
2 25% -50 %
3 50% -75%
4 75 % - 100 %

Componentes de caracteristicas de calidad

Rendimiento de grano. Para esta evaluacion fueron cosechadas solamente las
cuatro hileras centrales con una maquina cosechadora combinada de ensayos
Winterstager (Elite, Ried, Upper Austria). Posteriormente se pesaron los granos

de forma manual, previa limpieza, para determinar el rendimiento en qqg ha™.
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Peso de hectélitro. Posterior a la cosecha y limpieza de los granos, se
determiné el peso de hectolitro (kg hLt) mediante una balanza (Schopper 250
cm3, Seuzach, Suiza).
Peso de 1000 granos. Posterior a la cosecha se realiz6 el recuento al azar de
1000 granos para determinar el peso de ellos en g.
Disefio experimental y analisis estadistico.
Para ambos experimentos se consideré un disefio experimental de bloques
completos al azar con seis tratamientos y cuatro repeticiones. Los resultados de
cada variable se analizaron, mediante un analisis de varianza (ANDEVA) para
determinar diferencias entre tratamientos. Los datos porcentuales se ajustaron a
la distribucién normal mediante la férmula Y= (x + 0,5) donde x= valor
porcentual (Little y Hills, 1976). De encontrarse diferencias significativas (a =
0,05), se realiz6 una comparaciéon de medias entre tratamientos mediante la
prueba de separacion de medias DMS (Diferencia Minima Significativa)
considerando un nivel de significancia del 95 %. Todos los analisis se realizaron
con el software estadistico SAS version 8 (SAS, 1999).
RESULTADOS Y DISCUSION
Evaluacion de caracteristicas agrondémicas
Emergencia de plantas. Los tratamientos en estudio tuvieron un efecto sobre la
emergencia de las plantas, ya que se observaron diferencias significativas entre
los tratamientos en ambos cultivares (P < 0,05; Figura 1); En el caso del cultivar
Maxwell (C.V.: 14,2; P < 0,05), los tratamientos P. protegens cepa Ca6 +
Fungicida y Fungicida por si solo aumentaron su emergencia en un 34 %y 38,9
% respectivamente en comparacion al Testigo inoculado. En el cultivar Rocky -
INIA se evidencio la misma tendencia (C.V.: 10,9; P £0,05), ya que el tratamiento
P. protegens cepa Ca6 + Fungicida y el tratamiento sé6lo con fungicida,
aumentaron el nimero de plantas emergidas en un 26,4 % y 34,3 % en
comparacion al Testigo inoculado con el hongo, respectivamente (Figura 1).
Ambos tratamientos mencionados fueron similares al Testigo no inoculado para
ambos cultivares de trigo invernal.

Las cepas bacterianas de P. protegens utilizadas de forma individual no
tuvieron diferencias con el Testigo inoculado con R. cerealis.
Altura de planta. Se realizaron dos evaluaciones de altura, una en el estado de

macolla (Z 2.2) y la otra en madurez (Z 9.0). La primera evaluacién de altura (Z
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2.2) no presentd diferencias estadisticamente significativas entre los
tratamientos de semilla evaluados para los dos cultivares en estudio (P > 0,05;
Tabla 3). Al igual que en macolla (Z 2.2) no se observaron diferencia entre los
tratamientos de semilla para ambos cultivares (P > 0,05; Tabla 3). Sin embargo,
en el cultivar Rocky se observé una tendencia del tratamiento P. protegens cepa
Cab + Fungicida de aumentar la altura promedio en un 6,5 % (5 cm) con la altura
de las plantas, respecto al Testigo inoculado, no obstante, no hubo diferencias

entre tratamientos (Tabla 3).

Figura 1. Emergencia de plantas de trigo en cultivares Maxwell y Rocky tratados
con dos cepas de Pseudomonas protegens y fungicidas (F) e inoculado con R.
cerealis, agente causal de la mancha ocular aguda. Medicién realizada en
terreno en estado de seis hojas desplegadas (Escala Zadock, Z 1.6).
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Evaluacion de la enfermedad. La enfermedad se puede generar durante todo
el desarrollo del cultivo y esta demostrado que estadios mas avanzados del
desarrollo de las plantas se observan de forma mas notoria los dafios de la
enfermedad. Las condiciones ambientales que se presentaron en el desarrollo
de los experimentos con ambos cultivares fueron de una temperatura promedio
anual de 13,6 °C (Minima promedio: 5,5 °C, Maxima promedio: 21,7 °C) y
precipitacion acumulada 745,8 mm, tal como se muestra en la Tabla 4. Durante

el presente estudio se pudieron observar los primeros sintomas asociados a la
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enfermedad el 20 de agosto de 2020, aproximadamente tres meses después de
la siembra, observandose un aumento de la severidad desde macolla en

adelante en los diferentes tratamientos.

Tabla 3. Altura de planta de trigo medida en los cultivares Maxwell y Rocky
tratados con dos cepas de Pseudomonas protegens y fungicidas (F) e inoculado
con R. cerealis, agente causal de la mancha ocular aguda. Medicion realizada
en terreno en dos estados fenoldgicos Chillan durante temporada 2020-21.

Tratamientos Altura macolla (Z 2.2) Altura madurez (Z 9.0)
Maxwell Rocky Maxwell Rocky
Testigo 13,5 11,6 80,0 81,3
Testigo inoculado 15,1 12,9 81,3 77,5
Pp! Ca6 14,5 12,8 77,5 78,8
Pp Chc7 15,3 12,8 80,0 81,3
Pp Ca6 + Fungicida 15,5 12,2 80,0 82,5
Fungicida 14,4 13,0 80,0 80,0
C.V.2 8,6 8,9 2,4 3,1
P-valor 0,3 0,1 0,2 0,5

1 Pp = Pseudomonas protegens

2 C.V. = Coeficiente de variacion

Tabla 4. Condiciones meteoroldgicas registradas mensualmente en Chillan,
Region de Nuble, durante el desarrollo de dos experimentos de campo en trigo
en la temporada 2020- 2021.

Mes Temperatura  Temperatura Precipitacion Humedad

minima (°C) méxima (°C) acumulada (mm) relativa (%)

Mayo 3,7 18,2 40 76,1
Junio 4,2 12,2 301 84,2
Julio 3,3 12,5 163,4 81,2
Agosto 2,3 14,3 87,4 74,2
Septiembre 3,1 17,7 27,5 72,0
Octubre 3,5 21,7 23,8 65,0
Noviembre 7,3 25,3 0,2 64,5
Diciembre 8,1 27,7 15,5 59,9
Enero 9,7 29,7 114,5 58,2

Fuente: Agrometereologia INIA (https://agrometeorologia.cl).
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En la evaluacion de incidencia de la enfermedad realizada en terreno en estado
de embuche (Z 4.5) se determind que en un metro lineal de la segunda hilera del
testigo inoculado alcanz6é un 35,7 % de los tallos presentaban sintomas de
mancha ocular aguda en ‘Maxwell’ y un 35,0 % en el ‘Rocky-INIA’, observandose
diferencias entre tratamientos (P < 0,05; Figura 2). Sin embargo, las diferencias
se dieron gracias a que el Testigo no inoculado, no presentd sintomas de la
enfermedad en los tallos evaluados, mientras los tratamientos inoculados no

fueron diferentes entre si para ambos cultivares de trigo (Figura 2).

Figura 2. Evaluacion de incidencia de la enfermedad en los cultivares Maxwell y
Rocky tratados en la semilla con cepas de Pseudomonas protegens y fungicida
(F) e inoculado con R. cerealis, agente causal de la mancha ocular aguda.
Medicién realizada en terreno en el estado de embuche (Escala Zadock, Z 4.5).
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No obstante, lo anterior, durante la evaluacion de incidencia de sintomas de la
enfermedad en ‘Maxwell’ el tratamiento P. protegens Ca6 + Fungicida presenté
una disminucion de un 12,2 % respecto al testigo inoculado con el hongo y en el
caso del ‘Rocky-INIA’, este tratamiento disminuyé un 6,6 % los sintomas. Por su
parte, las cepas de P. protegens Ca6 y Chc7 aplicadas solas como tratamiento
de semilla, disminuyeron en un 9,8 % y 9 % respectivamente la incidencia en
tallos con sintomas de R. cerealis en Maxwell. En el caso de ‘Rocky — INIA’ la

cepa Cab logro una disminucion de 5,4 %.
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En la primera evaluacion de severidad de sintomas de la enfermedad sobre las
parcelas, realizada el 15 de octubre de 2020 en estado Z 3.1 (primer nudo), se
observé que en general el cultivar ‘Maxwell’ se ve mas afectado que el ‘Rocky-
INIA’ en un 63,8 %, si se considera el promedio de severidad observada sobre
los testigos inoculados. Se determiné que en ‘Maxwell’, el tratamiento a la semilla
del Fungicida y la mezcla de este con P. protegens cepa Ca6, disminuyeron entre
un 81,8 % y 100 % la severidad de los sintomas, siendo significativamente
diferente del testigo inoculado (P < 0,05; C.V.: 35,5; Figura 3). Por su parte, en
‘Rocky-INIA’, en esta primera evaluacion de severidad no se observaron
diferencias estadisticas entre tratamientos (P > 0,05; C.V.: 71,7; Figura 3), a
pesar de que el tratamiento Fungicida, a base de sedaxano + fludioxonilo +
difenoconazol + tiametoxan, no presentd sintomas de la enfermedad en las

plantas evaluadas al igual que el testigo no inoculado.

Figura 3. Evaluacion de severidad de sintomas de la enfermedad en cultivares
Maxwell y Rocky tratados en la semilla con dos cepas de Pseudomonas
protegens y fungicidas (F) e inoculado con R. cerealis, agente causal de la
mancha ocular aguda. Medicion realizada en primer nudo (Escala Zadock, Z 3.1).
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Del mismo modo en ‘Rocky’ se observd que en promedio ambas bacterias
benéficas evaluadas redujeron el dafio en un 75 % con respeto al testigo

inoculado. Ademas, al comparar los testigos inoculados de ambas variedades se
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pudo determinar que la variedad ‘Rocky’ tuvo 8,8 puntos porcentuales menos de
severidad que ‘Maxwell’.

En la segunda evaluacion de severidad, realizada el 30 de octubre de 2020 en
el estado Z 4.5 (embuche), se observé en el ‘Maxwell’ un aumento del dafio por
R. cerealis en el testigo inoculado y los demas tratamientos con respecto a la
primera evaluacion, situacion que se replico en la variedad ‘Rocky’ (Figura 4).
Este resultado sugiere que, tal como concluye Cromey y colaboradores (2005),
la intensidad de la mancha ocular aguda es incrementada por el medio ambiente
y las précticas agronémicas. Los aumentos en la intensidad de la enfermedad
presumiblemente son resultado de condiciones de temperatura favorables
durante el desarrollo del cultivo, es decir, otofio y primavera fria, acompafiados

de lluvia y alta humedad (Lemanczyk, 2012).

Figura 4. Evaluacion de severidad de sintomas de la enfermedad en cultivares
Maxwell y Rocky tratados a la semilla con dos cepas de Pseudomonas protegens
y fungicidas (F) e inoculado con R. cerealis, agente causal de la mancha ocular
aguda. Medicién realizada en el estado de embuche (Escala Zadock, Z 4.5).
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La efectividad de los tratamientos en ‘Maxwell’ no vari6 de lo observado en la
primera evaluacion. Asi el tratamiento P. protegens Ca6 + Fungicida y el
fungicida disminuyeron en un 80,0 % y 86,7 % la severidad con respecto al
testigo inoculado en el cultivar Maxwell. El ensayo ‘Rocky’ por su parte no
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presentd diferencias significativas (P > 0,05), pero destaco el tratamiento P.
protegens Ca6 + Fungicida que disminuy6 un 83,3 % esta variable.

Evaluacion de lesiones en cuello de la planta. En la evaluacion de incidencia
radicular de mancha ocular aguda realizada durante estado lechoso (Z 7.0),
(Figura 5) se determiné que no existian diferencias significativas en ambos
cultivares y en promedio se observd una incidencia radicular en el testigo
inoculado del 79,7 % para ‘Maxwell’ y del 95,4 % para Rocky sin presentar

ninguno diferencias estadisticas significativas (P > 0,05) (figura 5).

Figura 5. Evaluacién de incidencia radicular en cultivares Maxwell y Rocky
tratados a la semilla con dos cepas de Pseudomonas protegens y fungicidas (F)
e inoculado con Rhizoctonia cerealis, agente causal de la mancha ocular aguda.
Medicion realizada en terreno en el estado lechoso (Escala Zadock, Z 7.0).
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En cuanto a la severidad de lesiones en el cuello de la planta para ambas
variedades no se pudieron observar diferencias estadisticas entre los
tratamientos en estudio (P > 0,05). El uso de la cepa de P. protegens Ca6
disminuyo esta variable en un 9,9 %. Esta variable mostro niveles de dafio en el
primer internudo que variaron entre 6,5y 64 % entre los tratamientos tal como
se observa en la Figura 6.

Evaluacion del efecto de los tratamientos a la semilla sobre caracteristicas

de calidad.
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Rendimiento de grano. Los tratamientos de semilla sobre ‘Maxwell’ mostraron
diferencias significativas en cuanto a rendimiento de grano (P < 0,05; C.V.: 6,5;
Figura 7). El Testigo inoculado disminuyd un 5,4 % el rendimiento del grano
respecto al Testigo sin in6culo en ‘Maxwell’. Este nivel de reduccion del
rendimiento fue bajo comparado con sefalado por Zhu y colaboradores (2014),
quienes plantean que R. cerealis genera pérdidas de rendimiento en trigo que
fluctdan entre 10 % y 40 %. En general, la inoculacion realizada y las condiciones
ambientales predisponentes durante el desarrollo del cultivo no favorecieron el
desarrollo de la macha ocular aguda en el sitio experimental. ‘Maxwell’ tendio a

ser mas susceptible a la enfermedad con respecto al ‘Rocky-INIA’.

Figura 6. Evaluacion de severidad radicular en cultivares Maxwell y Rocky
tratados a la semilla con dos cepas de Pseudomonas protegens y fungicidas (F)
e inoculado con Rhizoctonia cerealis, agente causal de la mancha ocular aguda.
Medicion realizada en estado de grano lechoso (Escala Zadock, Z 7.0).
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En ‘Maxwell’, las bacterias P. protegens por si solas no incrementaron el
rendimiento. Sin embargo, el uso de P. protegens cepa Ca6 + Fungicida aumento
en 11,8 qq ha?t el rendimiento de grano (13,1 %), mientras el tratamiento
Fungicida, increment6 este parametro en 11,3 qq ha? (12,4 %).
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En el caso del ‘Rocky-INIA’, el uso de P. protegens Ca6 + Fungicida y de P.
protegens Chc7 por si sola permitieron incrementar esta variable entre 7,8y 8,2
qq hat (8,3 a 8,8 %, respectivamente) con respecto al Testigo inoculado (P <
0,05; C.V.: 4,3; Figura 7). Del mismo modo, el uso de la cepa Chc7 y la mezcla
Cab6 + Fungicida gener6é en promedio un aumento con respecto al Testigo no
inoculado de 7,7 qq ha'y 7,2 qq ha* respectivamente, mientras que con el uso

de sélo la mezcla fungicida se aumenté en 2,0 qq hat esta variable (P > 0,05).

Figura 7. Rendimiento de grano (qg ha) en cultivares Maxwell y Rocky tratados
en la semilla con dos cepas de Pseudomonas protegens y fungicidas (F) e
inoculado con Rhizoctonia cerealis, agente causal de la mancha ocular aguda.
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Estos resultados concuerdan con estudios que indican que la inoculacién con
bacterias del género Pseudomonas produce incrementos significativos en
rendimiento y calidad de grano del trigo (Valverde et al., 2009), ya que la
interaccion fitohormonal entre Pseudomonas y este cultivo incrementan el
rendimiento y otros parametros (Ferraris, 2014). Vega y colaboradores (2017)
describen que el género Pseudomona es capaz de solubilizar el fésforo
transformandolo a ortofosfato lo que permite que la planta lo absorba y como
resultado aumente el rendimiento. Ademas, se ha podido determinar que la

combinacion de bacterias con fungicida resulta mas efectiva que utilizarlas de
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manera individual (Andrade, 2013; Vera et al., 2019), tal como lo observado en
el presente estudio al utilizar el tratamiento P. protegens cepa Ca6 + Fungicida,
el cual generd un incremento en el rendimiento.

Peso de 1000 granos y peso de hectolitro. Lemanczyk (2013) y Brown et al.
(2021) describen que la enfermedad mancha ocular aguda (R. cerealis) provoca
como consecuencia una disminucién en variables de calidad del cultivo como un
menor peso de los granos debido a que estos son mas pequefos y arrugados.
Sin embargo, en el presente estudio no se pudo observar diferencias
significativas en el peso de 1000 granos para ambos cultivares (P > 0,05; Tabla
5), esto a pesar de que el uso del tratamiento Fungicida aumenté en promedio
5,8 g esta variable con respecto a los testigos inoculados de ‘Maxwell’ y en un
8,6 g en ‘Rocky-INIA’.

Tabla 5. Peso 1000 granos y peso hectdlitro en plantas de trigo en cultivares
Maxwell y Rocky tratados con dos cepas de Pseudomonas protegens y
fungicidas (F) e inoculado con R. cerealis.

_ Peso 1000 granos (Q) Peso hectélitro (kg hL?)
Tratamientos
Maxwell Rocky Maxwell Rocky
Testigo 477,00 399,50 77,10 73,70
Testigo inoculado 477,30 401,40 76,40 73,50
Pp Cab6 470,80 402,00 76,80 72,80
Pp Chc7 466,80 408,50 77,30 73,50
Pp Ca6 + Fungicida 459,30 399,50 76,80 73,80
Fungicida 483,10 410,00 77,10 73,00
C.Vv.t 3,08 5,40 1,46 1,53
P-valor 0,29 0,97 0,91 0,77

1 C.V. = Coeficiente de variacion.

Estos resultados coinciden con los reportados por Cromey y colaboradores
(2002), quienes no detectaron una disminucion evidente sobre el peso de granos,
puesto que al no alcanzar un nivel severo de la enfermedad el resultado es poco
significativo. Del mismo modo, en la evaluacion de peso hectdlitro no se
determinaron diferencias entre testigos, ni tampoco al compararlos con los
tratamientos de semillas en el caso de ‘Maxwell’ y del cultivar ‘Rocky’ (P > 0,05).

En Chile las enfermedades que afectan la raiz y el primer internudo de las
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plantas de trigo pueden generar considerables pérdidas en el rendimiento y otras
variables de importancia en el cultivo. Sin embargo, actualmente no existen
métodos de control efectivos para estos patdgenos de plantas (De Cornick et al.,
2015). Por esto el presente estudio buscé un método de control que ademas de
ser efectivo afectara positivamente el cultivo y el ambiente al utilizar en menor
medida productos quimicos, mediante la utilizacién de bacterias antagonicas.
Doussoulin y colaboradores (2022), observaron en sementeras del sur de Chile
gue los hongos capaces de afectar el primer entrenudo de las plantas de trigo se
ven afectados por la existencia de poblaciones de bacterias productoras de 2,4-
DAPG y PCA como son las del género Pseudomonas, ya que éstas regulan la
presencia de estos fitopatégenos y desarrollan una menor incidencia y gravedad
del dafio de la enfermedad, lo que contrasta con lo ocurrido durante este
experimento. Paralelamente, el grado de incidencia y severidad de la mancha
ocular aguda afectan negativamente los parametros de altura y rendimiento de
la planta en esos puntos de muestreo sin la presencia de poblaciones de
Pseudomonas (Zhu et al., 2014; Castro et al.,2019; Vera et al., 2019), lo que es
confirmado en este experimento, ya que en presencia de la cepa Ca6 y Chc7 el
rendimiento aument6 en ‘Rocky-INIA’ sugiriendo que la presencia de bacterias
con el gen phiD+ aumenta la proteccion del cultivo dependiendo del cultivar.

Se ha demostrado que la inoculacion de bacterias antagonicas a la semilla es
una herramienta que favorece la correcta colonizacién de las rizésfera por
bacterias antagdnicas no solo de las estudiadas (P. protegens) sino que esto
también ha sido descrito en otras especies de P. fluorescens (Fox et al., 2016;
Imperiali et al.,, 2017), ademas mediante la cuantificacion de poblaciones
bacterianas se ha podido determinar que la inoculacion de semillas con bacterias
aumenta la concentracién natural de estas en las raices (Vera et al., 2019; Castro
et al., 2020). Sin embargo, al no haberse cuantificado la poblacion de bacterias
presentes en las raices no existe claridad si estas colonizaron las raices y/o las
poblaciones presentes fueron suficientes para controlar el dafio generado por R.
cerealis, pudiendo ser la razon por la que las bacterias no tuvieron efecto positivo
en el control de la enfermedad y sintomas que causa la mancha ocular aguda.
CONCLUSIONES
1. El tratamiento de semillas con dos cepas de P. protegens no redujeron

sintomas atribuibles a la infeccion por R. cerealis, agente causal de la mancha



21

ocular aguda, en dos variedades de trigo bajo las condiciones que se
presentaron en la temporada 2020 — 2021 en la zona centro-sur de Chile.

2. El tratamiento de semillas con la cepa P. protegens cepa Chc7 aumento el
rendimiento en el cultivar de trigo invernal ‘Rocky’ comparado con testigo
inoculado y no inoculado.

3. El tratamiento de semillas con las cepas de P. protegens no tuvo efectos
significativos en la emergencia, altura de la planta y variables de calidad de grano
en dos variedades de trigo bajo las condiciones que se presentaron en la

temporada en la zona centro-sur de Chile.
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