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RESUMEN

La enfermedad conocida como peste negra, causada por la bacteria Xanthomonas arboricola pv.
juglandis (Xaj) afecta severamente al cultivo del nogal en la Region del Biobio en Chile. El control
esta basado principalmente en aplicaciones excesivas de bactericidas capricos (12 a 14 aplicaciones
por estacion de crecimiento), lo cual puede generar resistencia por parte de la bacteria. Esta investi-
gacion evaluo, bajo condiciones in vitro, la sensibilidad bacteriana a distintas concentraciones del
ion cobre (Cu*) en aislados bacterianos de Xaj provenientes de cuatro huertos de la Region del
Biobio. Se encontro niveles de resistencia al cobre por parte de las bacterias que fue superior a los
niveles reportados hasta la fecha en Chile, siendo esta sensibilidad indiferente del bactericida ctpri-
co utilizado (sulfato de cobre, hidréxido de cobre y 6xido de cobre I), y presente en aislados de Xaj
obtenidos desde tres de los cuatro predios evaluados.
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SUMMARY

The walnut blight disease, caused by the bacterium Xanthomonas arboricola pv. juglandis (Xaj)
severely affects walnut production in the Biobio Region in Chile. The disease control is based on the
excessive use of cupric bactericides (12 to 14 spray applications during the growing season), which
can generate resistance by the bacteria. This research evaluated the in vitro bacterial resistance of
bacterial strains of Xaj to ion copper (Cu™) at different concentrations. The strains were obtained
from four orchards located in the Biobio Region. Levels of copper resistance were higher than those
previously reported in Chile, irrespective of the copper bactericides used (copper sulfate pentahy-
drate, copper hydroxide, and copper (I) oxide). Sensible isolates of Xaj were observed in three of the
four walnut orchards sampled.
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INTRODUCCION

En Chile existen alrededor de 17 mil hecta-
reas plantadas con nogal (Juglans regia L.), , de
las cuales aproximadamente 800 ha estan en la
Regioén del Biobio, donde predominan los culti-
vares Chandler y Serr (Larranaga y Osores, 2012).
En cuanto a la produccién del cultivo, la mayor
limitante que presenta es la enfermedad denomi-
nada peste negra del nogal, que es causada por la
bacteria Xanthomonas arboricola pv. juglandis (Pier-
ce) (Vauterin et al., 1995; Temperini et al. 2014)
(Xaj), que se encuentra ampliamente distribuida
en todos los paises en que se cultiva esta especie,
especialmente en aquellas zonas que presentan
primaveras hiimedas y templadas (Esterio et al.,
2006).

En Chile la incidencia de peste negra aumenta
desde el norte al sur, debido a la mayor frecuen-
cia de precipitaciones primaverales, lo cual reper-
cute en la presion de la enfermedad. La severidad
del ataque ha sido relacionada con la presencia
de agua libre sobre los tejidos del huésped (La-
michhanne, 2014) asociado a la frecuencia y la
cantidad de lluvia en primavera, e influido por
la fecha de brotacion del cultivar, el potencial del
in6culo y la historia de la enfermedad en el huer-
to (Ninot et al. 2002).

Todos los tejidos de nogal son susceptibles a
la infeccion; la infeccion ocurre en hojas, brotes
verdes, amentos, flores femeninas y frutos (Lami-
chhanne, 2014; Lindow et al., 2014). Sin embargo,
el principal dafio es en el fruto, ya que infecciones
tempranas en su desarrollo generan la caida de
los frutos (Gardan et al., 1993) y en etapas mas
tardias, la bacteria causa una mancha acuosa so-
bre el pericarpio que disminuye su calidad e im-
pide su comercializacion (Ninot et al., 2002).

El control de esta enfermedad se basa princi-
palmente en el uso de bactericidas ctupricos (Ni-
notetal., 2002; Lindow et al., 2014), que funcionan
recubriendo la superficie de la hoja con particulas
microscopicas de cobre que liberan iones, que da-
fian las membranas y proteinas de las bacterias, y
puede retardar o inhibir su multiplicaciéon (Lopez
y Castafio, 2011; Lamichhane y Varvaro, 2014).

Las principales formas genéricas de sales de
cobre utilizadas para el control de peste negra
son: oxicloruro de cobre, sulfato de cobre, hi-
dréxido de cobre, 6xido de cobre (I) (también de-
nominado como o6xido cuproso), caldo bordelés
(combinacioén de sulfato ctiprico y cal hidratada),
y recientemente se estd comenzando a explorar
con nuevas formulaciones que acomplejan el co-
bre con moléculas organicas. Sin embargo, pro-
ductos a base de sales de cobre altamente solubles
pueden causar problemas de fitotoxicidad. Ade-
mas, estos productos favorecen la acumulacion
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de Cu™ en el suelo desequilibrando el contenido
de polifenoles en los tejidos del nogal, que se aso-
cia a las defensas naturales de la planta frente a la
bacteria (Ninot et al., 2002) y puede favorecer la
ocurrencia de cepas tolerantes al cobre (Lépez y
Castafio, 2011; Lamichhane y Varvaro, 2014).

Se han aislado cepas bacterianas con resisten-
cia a cobre desde nocedales donde se ha hecho
un uso intensivo de bactericidas ctipricos (Lee et
al., 1993; Gardan et al., 1993; Basim et al., 2005;
Esterio et al., 2006; Behlau et al., 2012). En Chile,
Esterio et al. (2006) evaluando la resistencia al ion
cobre en 131 cepas de Xaj obtenidas desde tres
predios ubicados en Rinconada de Maipt, Ranca-
gua, y Quinta de Tilcoco, y sometidos a diferen-
tes presiones de seleccion por cobre (0,5-6, y 12
- 15 aplicaciones / temporada, respectivamente),
obtuvieron que un 29,8% de las cepas analizadas
(39 cepas) mostraron crecimiento in vitro a una
concentraciéon por sobre 32 pg Cu” mL* que es la
concentracién inhibitoria minima para resistencia
bacteriana a este metal (Gardan et al., 1993). Este
resultado constituye la primera referencia descri-
ta de resistencia a cobre en bacterias fitopatoge-
nas en Chile.

La produccion de nocedales en la Regién del
Biobio es severamente afectada por la peste ne-
gra del nogal, y para el control se ha recurrido
al uso de varias aplicaciones de productos cupri-
cos durante la temporada de produccién (12 a 14
aplicaciones) lo cual podria estar favoreciendo la
seleccién y aparicion de razas resistentes de Xaj.
Esto también podria acelerarse, si se considera
que gran parte de las plantaciones que se estable-
cen en la Region del Biobio provienen de viveros
de la zona central, que estan localizados en el area
donde se detectd resistencia a cobre descrita por
Esterio et al., (2006). Por lo anterior, es importante
monitorear la resistencia a cobre en poblaciones
de esta bacteria que estén presentes en la Region
del Biobio.

Basado en estos antecedentes, se evaluo la re-
sistencia al ion cobre en aislados de X. arboricola
pv. juglandis obtenidos desde cuatro nocedales
comerciales de la Region del Biobio.

MATERIALES Y METODOS

Aislamiento de poblaciones bacterianas
Muestreo de huertos de nogal. Se recolecta-
ron aleatoriamente frutos inmaduros de nogal
sintomaticos a la enfermedad desde cuatro huer-
tos comerciales ubicados en la region del Biobio.
Un huerto localizado en Chillan (36°35'54” S;
72°04’43” O) fue muestreado por no haber reci-
bido aplicaciones regulares de productos a base
de cobre en los tres ultimos afios, mientras que
los tres huertos restantes, localizados en Mulchén
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(37°43°02” ' S; 72°13'26” O), Negrete (37°35'55”
S; 72°28'07” O) y Los Angeles, sector Huaqui
(87°22'59” S; 72°39'35” O), se caracterizan por ser
asperjados regularmente con productos en base
a cobre y haber presentado una incidencia rela-
tivamente alta de peste negra. Todos los huertos
fueron muestreados en febrero de 2013.

Origen de los aislados

A partir de 20 frutos colectados desde cada
huerto muestreado, se cortaron pequenos trozos
del tejido pericarpico que presentaron sintomato-
logia caracteristica de la enfermedad, hasta lograr
un gramo de tejido desde cada fruto individual,
el cual se molié en un mortero y se agreg6 a 9 mL
de agua destilada estéril. La suspension resultan-
te de la molienda de la muestra de cada fruto fue
diluida tres veces en agua destilada estéril (ADE)
y la presencia de X. arboricola pv. juglandis (Xaj)
fue verificada tomando 100 pL desde la dilucion
10%, que fue esparcida homogéneamente sobre
placas individuales con medio agar extracto de
levadura-dextrosa-carbonato de calcio (YDCQ).
Las placas fueron incubadas a 25°C por 48 h. De
acuerdo a Moragrega (2012), se consider6 como
Xaj a aquellas colonias bacterianas que se obser-
varon de color amarillo intenso y que con el tiem-
po se tornaron de un color anaranjado sobre el
medio.

A partir de cada muestra obtenida desde cada
uno de los 20 frutos obtenidos de cada huerto en
estudio, se agregd 5 mL de solucion salina (0,89%
p/v) sobre el medio sélido YDC con las colonias
bacterianas, se rasp¢ la superficie del medio para
suspender las bacterias y se extrajo una alicuota
de 5 uL de las poblaciones bacterianas aisladas,
las que fueron inoculadas en 1 mL de medio li-
quido (LB) a 25°C por 48 horas en agitaciéon cons-
tante. A partir de cada tubo, utilizando un asa
bacteriologica, se procedid a la siembra de 1,0
pL en medio YDC. Las placas con YDC fueron
incubadas por 48 h a 25°C, y posteriormente de
cada placa representando la poblacion bacteriana
infectando un fruto se aislé una colonia que pre-
sentaba las caracteristicas de Xaj hasta completar
20 aislados por huerto

Determinacion de resistencia al ion cobre
en aislados de Xanthomonas arboricola pv.
juglandis.

i) Determinacion de resistencia a sulfato de
cobre pentahidratado (CuSO,5H,0) en medio
agar Luria Broth (LB).

La sensibilidad de la bacteria al cobre fue de-
terminada mediante pruebas in vitro, utilizando
sulfato de cobre pentahidratado con pureza del
99% (PM = 249,68 g mol™), siguiendo una metodo-
logia modificada de aquella descrita por Esterio

et al. (2006). Se determino clasificar como resis-
tente a aquellos aislados que fueran capaces de
crecer a una concentraciéon > 32 ug mL* de Cu®?,
segun lo propuesto por Gardan et al. (1993). Los
20 aislados individuales de cada huerto fueron
sembrados con una pipeta multicanal en lineas
de 5 individuos, sobre medio agar LB con concen-
traciones crecientes de cobre: 0, 80, 120 y 160 ug
mL* de Cu™ Los aislados individuales que se co-
locaron sobre los medios de cultivo se obtuvieron
tomando una alicuota de 2,5 uL del crecimiento
bacteriano que se obtuvo al crecer previamente
cada aislado de forma individual en pocillos con
200 pL de medio caldo LB en una placa multipo-
cillo de 96 celdas, la cual fue incubada previa-
mente por 48 h a 25°C. El crecimiento de las bac-
terias en el caldo LB puro de la placa multipocillo
se determino previo a su uso a través de lecturas
de densidad 6ptica a 600 nm en un lector de mi-
croplacas, considerandose un valor > 0,1 como
crecimiento positivo. Para determinar las con-
centraciones de cobre se considerd que 0,16 mM
de CuSO, x 5H,O equivalen a 10 pg mL"* de Cu*
(Menkissoglu y Lindow, 1991). Finalmente, por
cada concentracion se considero dos repeticiones
para cada aislado bacteriano en evaluacién. Las
placas fueron incubadas a 25°C y evaluadas en su
crecimiento bacteriano a las 48 y 120 h posteriores
a la inoculacion, para determinar la susceptibili-
dad o resistencia de los aislados de acuerdo a su
crecimiento en las distintas concentraciones de
cobre evaluadas. Se criopreservaron 10 aislados
por predio, los cuales se utilizaron en todos los
ensayos que se describen a continuacion.

ii) Determinacion de resistencia de aislados
bacterianos a CuSO,-5H,0 en caldo LB (Medio
liquido)

Los 10 aislados seleccionados por predio se
pusieron a crecer en pocillos individuales en una
placa multipocillo de 96 celdas, agregando 5 pL
de cada aislado en 200 uL de medio caldo LB,
el cual se incub6 por 48 h a 25°C. El crecimien-
to bacteriano se determind como positivo como
descrito anteriormente mediante espectrofotome-
tria. Las bacterias crecidas fueron traspasadas con
una pipeta multicanal a otra placa multipocillo,
tomando 50 pL de cada cultivo bacteriano indi-
vidual, el cual fue adicionados sobre un volumen
de 150 pL de medio LB enmendado con sulfato
de cobre pentahidratado para conseguir concen-
traciones de 0, 32, 80 y 120 ug mL" de Cu* e in-
cubados nuevamente por 48 h a 25°C. El control
sin sulfato de cobre pentahidratado (0 pug mL-
de Cu™) consistié en 150 pL de caldo LB puro.
Después de esta incubacion, los aislados de cada
predio, cultivados a distintas concentraciones de
cobre fueron sembrados en lineas de 10 alicuotas
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individuales de 2,5 uL por aislado en una placa
de Petri conteniendo medio agar LB, siendo re-
plicado el crecimiento bacteriano en tres placas.
Las placas fueron incubadas a 25°C y se evalud el
crecimiento bacteriano a las 48 y 120 h posteriores
a la inoculacién, para determinar la incidencia de
aislados susceptibles o resistentes en las distintas
concentraciones de cobre evaluadas de cada pre-
dio en evaluacion.

iii) Determinacion de resistencia de aislados
bacterianos a distintas sales de cobre

Para evaluar la efectividad de control de dis-
tintos productos comerciales en base a sales de
cobre, se utilizaron los 10 aislados antes descri-
tos, siguiendo la metodologia descrita en el pun-
to ii), pero agregando los 50 uL del crecimiento
bacteriano en un volumen de 150 uL de medio
LB enmendado con 6xido de cobre (I) (Nordox
75 WP®), hidroxido de cobre (Kocide ® 2000),
sulfato de cobre pentahidratado (CuSO,:5H,0) y
medio LB puro, el cual se considerd un control.
Agregado el cultivo bacteriano, la concentracién
final equivalente de 6xido de cobre fue de 1,5 g
de Cu? L* (2 g L' del producto comercial), de hi-
droxido de cobre fue de 0,875 g de Cu”L* (25 g
L' del producto comercial), de CuSO,-5H,O fue
de 1,18 g de Cu” L' (4,6 g L' del producto es-
tandar). Los aislados en evaluacion colocados en
los tratamientos descritos anteriormente fueron
incubados por 48 h a 25°C, para ser sembrados
en alicuotas individuales de 2,5 pyL de cada tra-
tamiento sobre una placa de Petri conteniendo
medio agar LB, que fue replicado tres veces. Las
placas fueron incubadas a 25°C y evaluadas en
su crecimiento bacteriano a las 48 h posteriores
a la inoculacion, para determinar la incidencia
de aislados susceptibles o resistentes en las dis-
tintas formulaciones y concentraciones de cobre
evaluadas. Adicionalmente, se evaluo el nivel de
eficacia de control de las distintas sales a igual
concentracion de ion cobre, siguiendo la misma
metodologia descrita anteriormente, pero usando
una concentracion estandarizada de 1,5 g de Cu*
L* para las tres sales de cobre en evaluacion.

Test de patogenicidad de cepas de Xaj en frutos
inmaduros de nogal

Se recolectaron frutos inmaduros de nogal
aparentemente sanos que fueron desinfectados
en hipoclorito de sodio al 5% (i.a.) por 5 min, y
lavados tres veces con agua destilada estéril pre-
vio a su utilizacion. El test de patogenicidad se
realizé siguiendo la metodologia descrita por
Moragrega (2001). Los 10 aislados bacterianos
seleccionados por predio fueron crecidos en agi-
tacion en caldo LB por 48 h a 25°C para permitir
la multiplicaciéon bacteriana. Con una aguja
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se hicieron 3 inoculaciones de 10 uL cada una
alrededor de la zona ecuatorial del fruto: dos ino-
culaciones de la suspension bacteriana y otra con
agua destilada estéril a nivel de mesocarpo (justo
al final del tejido verde, limitando con el tejido
blanco) y se marcaron para poder reconocer los
puntos inoculados. Se utilizaron tres frutos por
aislado bacteriano. Los frutos inoculados se pu-
sieron de forma individual en los alveolos de una
bandeja de huevos que en su base tenian un trozo
de papel absorbente humedecido con agua des-
tilada estéril, y fueron colocadas dentro de una
bolsa plastica que fue sellada para generar una
camara himeda. Después de 15 dias los frutos
fueron cortados a nivel ecuatorial para analizar
el nivel de severidad de la enfermedad presente
en el interior de estos, mediante una escala don-
de: 0 = no hubo infeccién; 1 = necrosis ubicada en
el punto de inoculacién; 2 = necrosis extendida
desde el punto de inoculacién por todo el tejido
verde; 3 = necrosis extendida a través del meso-
carpo y alcanzando el endocarpo; y 4 = necrosis
afectando la semilla (Moragrega, 2001).

Analisis estadistico

Los resultados obtenidos en los ensayos de
resistencia a cobre se analizaron con estadistica
descriptiva.

RESULTADOS Y DISCUSION

Las bacterias aisladas desde frutos infecta-
dos por peste negra se observaron como colonias
de color amarillo intenso, que con el tiempo se
fueron tornando de un color anaranjado, siendo
esta caracteristica mas acentuada en los aislados
obtenidos desde el huerto de Chillan, mientras

ue los aislados obtenidos de los huertos de Los
Angeles, Negrete, y Mulchén, tuvieron un color
amarillo menos intenso. La prueba de patogeni-
cidad mostrd que los aislados bacterianos de Chi-
1lan, Negrete y Mulchén fueron capaces de infec-
tar la semilla de los frutos. Los aislados de Chillan
fueron patogénicamente mas severos, mientras
los 10 aislados provenientes de Los Angeles no
generaron sintomas visibles en los frutos después
de 15 dias desde la inoculacion.

Los aislados de Xaj obtenidos de nocedales
de la region del Biobio crecieron en medios que
contenian cobre, después de transcurridas 48 h de
incubacién de las bacterias en medio agar LB. Los
aislados de Xaj provenientes de frutos enfermos
de los nocedales ubicados en Chillan, Los Ange-
les y Negrete crecieron en todas las concentra-
ciones de cobre que fueron testeadas (0, 80, 120
y 160 ug mL* de Cu'?), mientras que los aislados
de Mulchén fueron susceptibles y sélo crecieron
en el control (Fig. 1A). Los aislados de Chillan
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Fig. 1. Grupos de 10 aislados de bacterias Xanthomonas arboricola pv. juglandis obtenidas desde
huertos de nogal ubicados en cuatro localidades de la Region del Biobio (a: Chillan; b:
Negrete; c: Los Angeles; d: Mulchén) y sembradas en diferentes concentraciones de Cu*2 (0,
80,120 y 160 pug mL™) después de 48 (A) y 120 horas de incubacién (B).

Fig. 1. Groups of 10 bacterial isolates of Xanthomonas arboricola pv. juglandis obtained from
walnut orchards in four different locations in the Biobio Region (a: Chillan; b: Negrete; c: Los
Angeles; d: Mulchén). They were sown at different concentrations of Cu* (0, 80, 120, and 160
pg mL™) after 48 (A) and 120 hours of incubation (B).



. @

\ 4

mostraron una menor expresion del pigmento
amarillo caracteristico del género Xanthomonas
en las tres concentraciones de cobre evaluadas
con respecto al control, acentudndose notoria-
mente a 120 y 160 ug mL" de Cu? a diferencia
de lo observado en los aislados de Los Angeles y
Negrete, que se mostraron sin variacion en color
en todas la concentraciones de cobre evaluadas.
Existen escasos reportes acerca de la influencia de
la concentracion de sales en la produccion de pig-
mentos bacterianos, y los factores que influyen
en su produccion son variados (Gomez-Marin et
al., 2009). La falta de patogenicidad y cambios de
coloracion pueden ser explicadas porque las bac-
terias ante situaciones de presion selectiva como
es la aplicacion de cobre sufren un costo metabo-
lico en el cual el microorganismo pierde ciertas
caracteristicas genéticas al adquirir una nueva
capacidad genética que le entrega alguna habili-
dad adaptativa de supervivencia o reproduccion
(Leach et al., 2001). Posiblemente, el costo meta-
bolico de los aislados de Xaj obtenidos en el huer-
to de Chillan estuvo asociado a la disminucion en
la sintesis de pigmento en pos de tratar de sobre-
vivir y desintoxicarse ante las elevadas concen-
traciones de iones Cu*a que fueron sometidas,
ya que sus controles mostraron una pigmentacion
normal. Por su parte, la no variacion en el color
que presentaron los aislados de Los Angeles y
Negrete, sugiere que estarian mejor adaptados a
los excesos de cobre, ya que han estado sometidas
a una mayor presion de seleccién en los predios
desde donde se aislaron. Por otra parte, el color
obtenido en el control entre los aislados de los
diferentes predios no fue homogéneo, esta hete-
rogeneidad sugiere una variabilidad genética en
cepas de Xaj provenientes de diferentes localida-
des del valle central de Chile, donde se determino
que bacterias expuestas con mayor frecuencia a
productos ctipricos modifican su patrén genotipi-
co en respuesta a esta condicion de estrés (Pérez,
2005).

Transcurridas 120 h de la incubacién bacteria-
na (Fig. 1B) en las placas se observd una reduc-
cién del area de crecimiento alrededor del punto
de inoculacién de los aislados de Chillan en las
concentraciones de 120 y 160 ug mL" de Cu*. Los
aislados de Los Angeles y Negrete no vieron re-
ducida su drea de crecimiento, sin embargo ad-
quirieron una tonalidad color ocre, lo que sugiere
algtin tipo de acumulacion interna de cobre por
parte de las bacterias. Este cambio de color ha
sido reportado en cepas de X. euvesicatoria (Xe)
(X. axonopodis [syn. campestris] pv. vesicatoria (Jo-
nes et al., 2004), donde se estudié el nivel de resis-
tencia in vitro a Cu*?, y se determiné que la cepa
mas tolerante a cobre, presentd una mayor inten-
sidad del color y la capacidad de acumular cobre
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en la periferia celular cuando entraba en contac-
to con este elemento (Ramos y Rosato, 1996). Es
probable que los aislados de Xaj de Los Angeles
y Negrete podrian utilizar este mecanismo para
tolerar elevadas concentraciones de Cu*? sin em-
bargo, se requiere realizar estudios de microsco-
pia electronica espectroscopica para validar esta
aseveracion.

Cepas fitobacterianas resistentes a cobre han
sido sdlo descritas en los géneros Pseudomonas y
Xanthomonas (Murillo y Rodriguez-Palenzuela,
1996) y la resistencia a cobre en Xaj ha sido poco
estudiada en comparacion a otras bacterias fito-
patégenas. Los genes de resistencia a cobre, de-
nominados genes cop, en el género Xanthomonas
comunmente se encuentran en genes localizados
en plasmidos (Murillo y Rodriguez-Palenzuela,
1996), sin embargo, estos genes también pueden
localizarse en el cromosoma bacteriano de las ce-
pas resistentes de Xaj (Lee et al., 1994). En Chile,
un reciente estudio detectd la presencia de los
genes copA, copB, copD, copG, cusC, cusF, CutA, y
CutC asociados con mecanismos de resistencia a
cobre en un estudio del genoma de cuatro aisla-
dos de Xaj (Higueras et al., 2015). No obstante lo
anterior, no existen reportes del origen de dichos
aislados y la implicancia de su presencia en la ex-
presién de la enfermedad.

Los genes y sistema de resistencia en Xaj pre-
sentes en las poblaciones resistentes encontradas
en los huertos muestreados de la region del Bio-
bio, requerira de un estudio molecular para di-
lucidarlo. Especialmente considerando que los
niveles de resistencia a cobre obtenidos en nues-
tro ensayo muestran un incremento del 150% en
comparacion con la maxima concentracion de co-
bre in vitro que pudieron tolerar dos de las 131
cepas bacterianas aisladas por Esterio et al. (2006)
en su investigacion, las cuales crecieron hasta una
concentracion maxima de 64 pg mL"' de Cu™ La
aparicion de nuevas cepas o el aumento en los
niveles de resistencia de las poblaciones de Xaj
presentes en la Region de Biobio supone un pro-
blema productivo, ya que la resistencia a cobre
implica una menor respuesta a las aplicaciones
de este bactericida, y un riesgo de expansion de
estos niveles de resistencia mediante el traspaso
de plasmidos conjugativos entre cepas bacteria-
nas de Xaj, como fue demostrado tempranamente
por Gardan et al. (1993), por lo que es importante
determinar donde subyacen los genes de resisten-
cia que prevalecen en las poblaciones de Xaj pre-
sentes en huertos de la region del Biobio.

Al evaluar la susceptibilidad de los aislados
bacterianos a CuSO,-5H,O en medio liquido LB
también se observé que transcurridas 48 h de in-
cubacion hubo crecimiento en todas las concen-
traciones evaluadas (0, 32, 80 y 120 pg mL" de
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Cu™) y el mismo comportamiento para los aisla-
dos provenientes de Chillan, Negrete y Los Ange-
les, y la mayor susceptibilidad al cobre en los ais-
lados de Mulchén. La susceptibilidad observada
en las cepas de Mulchén puede deberse a que al
lado del lugar desde donde se obtuvieron los fru-
tos enfermos se encuentra un predio de nogales
abandonado, el cual puede ser un foco de infec-
cién hacia el predio muestreado, que por disemi-
nacion por el viento puede trasladar poblaciones
de Xaj, que tienen nula presion de seleccion por
cobre, manteniendo asi la prevalencia de pobla-
ciones susceptibles de la bacteria en este huerto.

En la determinacién de la susceptibilidad de
los aislados bacterianos a distintas sales de cobre
(Tabla 1), transcurridas 48 h de incubacion bac-
teriana, se obtuvo crecimiento bacteriano en las
soluciones en base a 6xido de cobre (I) (1.500 pg
mL" de Cu™) e hidroxido de cobre (875 pg mL™
de Cu*), en los aislados de las localidades de Los
Angeles, Negrete y Chillan, aunque un 50% de
los aislados de Chillan fueron reducidas con el
oxido de cobre (I). Por su parte, el sulfato de cobre
pentahidratado en una concentracion de 1.180 pg
mL" de Cu™ logrd inhibir el crecimiento en todos
los aislados evaluados.

Los resultados en el ensayo donde se iguala-
ron las concentraciones de iones Cu a 1.500 pg
mL" de Cu* de las diferentes sales de cobre utili-
zadas mostraron diferencias en el control ejercido
entre los aislados obtenidos desde los distintos
predios (Tabla 2), diferencias también reportadas
en otros trabajos donde se evaluaron diferentes
sales en base a cobre e igualaron las concentra-
ciones de Cu* (Velazquez y Corroto, 2005; Roca
etal,, 2014).

Los resultados mostraron que existio incon-
sistencia en el control ejercido por el 6xido de co-
bre (I), ya que en ambas experiencias se teste6 a
una misma concentracién (1.500 pg mL! de Cu*?),

pero, por ejemplo, los aislados de Chillan fueron
controlados en su totalidad en este ensayo, mien-
tras que en la primera experiencia sélo fueron
controladas en un 50%. La variabilidad obser-
vada para el 6xido de cobre (I) en esta concen-
tracion sugiere que la solubilidad de la molécula
puede ser variable e influiria en su eficacia sobre
aislados resistentes. Por su parte, el hidroxido
de cobre al incrementar su concentracion de 875
a 1.500 pug mL"' de Cu? aumentd considerable-
mente su eficiencia, llegando a controlar la tota-
lidad de los aislados obtenidos en Chillan y Los
Angeles, y el 90% de los aislados obtenidos de
Negrete, las cuales habian mostrado crecimiento
en la concentracién menor. Los resultados y las
diferencias en la susceptibilidad de los aislados a
igual concentraciéon de iones Cu* se explicarian
por diferencias en la solubilidad de las diferentes
sales evaluadas que influirian en la disponibili-
dad de estos iones en los medios para afectar a las
bacterias y explicarian que bajo ciertas condicio-
nes podria haber una mayor o menor liberacion
de estos iones dependiendo de la sal utilizada,
siendo el hidréxido de cobre y el sulfato de cobre
mas solubles por ende favoreciendo el contenido
de este ion en el medio liquido y siendo mas efec-
tivos a menores concentraciones. Por su parte, los
aislados de Mulchén no crecieron en las distintas
sales en base a cobre evaluadas, lo cual respalda
la susceptibilidad innata que estos aislados pre-
sentaron al ion cobre. Estos resultados ponen en
evidencia la importancia de la fuente de cobre
a utilizar en el control de la peste negra debido
a las diferencias mostradas en la efectividad de
control, situacién que de no considerarse podria
incidir en la aparicién de nuevas cepas resistentes
al exponerlas a dosis subletales del elemento, tal
como lo manifiestan Andersen et al. (1991).

Tabla 1. Porcentaje de sobrevivencia de aislados de Xanthomonas arboricola pv. juglandis (n = 10
aislados por predio) obtenidos desde cuatro nocedales de distintas localidades de 1a Region
del Biobio y crecidos en diferentes concentraciones de iones Cu*? obtenido a partir de CuSO,

x 5H,0.

Table 1. Percentage of surviving strains of Xanthomonas arboricola pv. juglandis (n =10 isolates per
orchard) obtained from four walnut orchards in different locations in the Biobio Region,
which were grown at different concentrations of Cu* ion obtained from CuSO, x 5H,0.

Concentracion Porcentaje de aislados sobrevivientes
iones Cu* Chillan Los Angeles Negrete Mulchén
pg mL*
0 100 100 100 100
32 100 100 100 0
80 100 100 100 10
120 100 100 100 0
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Tabla 2. Porcentaje de sobrevivencia de aislados de Xanthomonas arboricola pv. juglandis (n = 10
aislados por huerto) obtenidos desde cuatro nocedales ubicados en cuatro localidades de
la Region del Biobio y crecidos en diferentes sales y concentraciones de iones de cobre (ug

mL?* de Cu*).
Table 1.

Percentage of surviving strains of Xanthomonas arboricola pv. juglandis (n =10 isolates per

orchard) obtained from four walnut orchards in different locations in the Biobio Region,
which were grown at different copper compounds and concentrations of Cu* ion (ug mL?

de Cu®).
Porcentaje de aislados sobrevivientes

Fuentes de Control Hidroxido de Oxido de cobre (I) ~ Sulfato de cobre
cobre testeadas cobre pentahidratado
Huerto pug mL* de Cu*

0 875 1.500 1.500 1.500 1.180 1.500
Chillan 100 100 0 50 0 0 0
Los Angeles 100 100 0 100 100 0 0
Negrete 100 100 10 100 90 0 0
Mulchén 100 0 0 0 0 0 0

CONCLUSIONES Gardan, L., T. Brault, and E. Germain. 1993. Cop-

Aislados de Xanthomonas arboricola pv. juglan-
dis obtenidos desde tres nocedales de la region del
Biobio mostraron un incremento en la resistencia
al ion cobre con respecto a resultados reportados
anteriormente en Chile, y en concentraciones por
sobre 1.000 pg de ion cobre por mL"' distintas
sales de cobre presentan variacion en su eficacia
para reducir estos aislados.
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