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A N E X 0  INITORR/IE FINAL PROYECTO C-96-1-,4-013 

Metodologin d e  Iliricstr*co. 

Predios pilotros d c  mucstreo. 
Se eligieron 2 hiiertos con inl'estacion de insectos en zonas representativas de la I, HI, IV, V, 
R.M., VI y VI1 Region con el fin de renlizar 10s miiestr'eos Cada uno de ellos se visitaron 
segiin el siguiente esquerna: 
Septiembre a Marzo: 2 visitns mensunles por predio seleccionado. 
Abril y hlayo: 1 visita mensual 
Julio y Agosto: I visita mensual 

Para hrica se ix!alizaron 2 visitas iiietisttales pnra tonin de mitestras. Los mapas de lo prediou 
fiierori pa piesentados en el Primer Informe 'l'ccnico y se actjuntati  nuevaniente. 1-0s predios 
del valle de Azalxi fileron niodificados y si: libicacion se adjtrrito tambikn en esfe Informe. 

M I I C S ~  I-CO. 

En estas visitas se tomaron inuestras para analizar el tip0 de plagas y si1 dafio, evaluaci6n de 
10s enemigos riatiiralcs y su iinpacto en la poblacion de las plagas. 
En cnda visita se inuestreo 20 rainillas infestadas con conchuela negra u otros insectos. En la 
I Region heron analizadns por la Universiciad de Tarapac6 y en It1 111 y ZV Region por INIA 
C1U Intihuasi. Las muestras de la V, R.M. y VI Region heron  anal i~adas~en el CRI La 
Platinfl, a1 igual qiie de I n  VI1 ltegion que fueron envhdas n Santiago. 

I .  

En Inboixtorio Ins muesrrns heron colocadas en cliniaras de I-ecuperncioii de patmitoides 
(bnjo condiciones de laboratorio). Las ramillas fiieron mantenidas con algodon hiniedecicio 
ptirn evitur ittiti  clcsecncion niiiy rnpidn. Luego de I5 tiins sc recii~~crni~oii 10s pnrnsiroides. 
Sobre Ias liojiis de olivo sc cleterniinb t i i n i b i h  In prescncin y diiiio de Acnros ct.iblitlos 

ItIentilicrici6n y estridio t~ixon6n1ico. Los pitrayitoicics liicron iclcnlilicados segitri In 
literatlira recopilada y la clave presentada en el Manual ,de Manejo de I'lagas del Otko. 

I'nrnsitiynio. Despu6.s de perniflnecer en IR cAniara cle reciiperacion. Se tomb 100 
concliuelas o csciiiiiiis a1 azar, segitn scii cl CLISO, se midio el parasitistno iil ericotilrar el 
orificio de salicin del parasitoide. 
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Fenologiii tlc conclrtrclils y esciiniirs. Sobre 20 ratnilles se determirib 10s estildos 
fenologicos de la conchuela negra y otras escamas RI momento del muestreo Para conchuela 
estas se estiinaron en I y I1 estadio, hembra joven (estado gomoso) y hembra madura 
ovi ponienclo. 

Mrrestreo de inscctos en oliviires no pilotos. Se visiro otros olivares con el fin de tletectar 
otros problenins RdemBs de 10s encontrados en 10s predios pilotos. Tncl~~ye niiiestreos de 
olivos para  iielectar la preseticiii de vit-its o viroides, labor que sc continua desarrollanclo. 

Ihs i iyo  d e  cotitrol tlc roiiclriiclil iiictlifliitc irlftodos irl(ct*tlntivos J I  10s (1-ntlicioilrllcs. 

I . 

I 

I 
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E m q w  1. (Tercer y Quinto Informe Tecnico), -41 momento del proyecto se dispuso de 10s 
siguientes tratamientos con posibilidades de exito en el control de la concliuela negra, la 
principal plaga del olivo: detergente anionic0 y catibnico (ambos a1 0.5%), aceite emulsible 
(1,5%), y caolina en 3 diferentes formulaciones., Este ensayo de manejo se realizb en la 
localidad de Lo de Lobos entre 1996 y 1999. Aplicacibn con p i t h .  6 repeticiones y I Brbol 
por repeticion. 
Aplicaciones: 3 aplicaciones por temporadn 

Etrsnyo 2. Aplicwibn de insecticidas bajo el sistema de riego por goteo. Se realizb en la 
localidad de Til-Til (1 998-99, Quinto Informe Tecnico) y en Vallenar (1  998, C~iarto Informe 
Tecnico) . 
Materiales y metodos : 

Liigcv Til-Til. Parcela Los Litres . Propietario Benjamin Soto R. 

Czi//iiw : Olivos. Altura aproximada de Arboles, 3,5 m. 

7htm)iiwtos 

1. Confidor 350 al suelo, 4 cc por planta aplicados a1 gotero (en dos goteros). Regar 
primer0 y luego aplicar. Aplicacibn I 1 de noviembre. 

2. Confidor 350 a1 suelo, 4 cc por planta aplicados a1 gotero (en dos goteros). Regar 
primero y luego aplicar. Aplicacibn 18 de Diciembre. 

3.  Punto 75 WP a1 suelo, 2 gr por planta aplicados a1 gotero (en dos goteros). Regar 
primer0 y luego aplicar. Aplicncibn 11 de noviembre. 

4. Punto 75 WP al siielo, 2 gr por planta aplicados a1 gotero (en dos goteros). Regar 
primero y luego aplica;. Aplicacion 18 de Diciembre. 

5 Detergeiite anibnico 0.5 %. Aplicacion 18 de Diciembre. 
6. Aceite Sunspriiy 2% nl folltije. Aplicnciones: 18 de Diciembre, 6 de Enero y 22 de Enero. 
7. Clorpiril'os (Lorsbaii) 1 I O  cc/lil iiiiis Aceite I .S %. Apliciicibii I8 clc Diciembre. 
8. Testigo 

Aplircrcidn : AI suelo junto a 10s goteros o con motobomba de espalda liasta piinto de goteo 

en 10s tratamientos R I  follnje. 

D;.st$o : Conipletaincnte a1 a m r .  8 tratamientos, 3 repeticiones y 2 plantas por repeticibn 

Evaliincioiies: Se tomaron 5 ramillas de 20 cni de largo por pnrceln y se exRminRron en 

laboratorio. Se realizo un  recuento de ]as conchuelas vivas en las 5 rainillas y en 10 hojas. 

Muestreo: Se realizo iin muestreo de pre-nplicacibn y luego mueslreos caua 15 dins. 

~ ? ~ s o y 0 . 3 .  Vdlcmnr: 

Fecha de aplicacion: 25 de mayo 1998., 

Olivos de dos aiios de ectad fiierteinente atacados por concliuela negra. 

I 



4 iirboles por tratarnientos 

Tra t a mien t os (2): 

1.  Testigo 

2. Imidacloprid aplicndo a traves del riego por goteo. 5 cc de Conficlor 350 Sc 

Arica 

Arica 

Evaluacion a 10s 30 dias de aplicado. 

Azapa 

Azapa 

Sector medio, kin 1 ?, Las Riveras 

Sector medio-alto, km 23, Cerro 13lanco 

Predios muestreados y ubicscicin. Los mapas de iibicncion se nnexan. 

I-lllasco 

Huasco 

EIqiii 

Predios pilotos 

Hiinsco Rajo Sr. Carlos Gonzilez 

I-luasco-Freirina El Mirador 

Vegas-4 esquinas Etluardo Godoy 

REGION 

Snn 1"elipe 

Sari Felipe 

S iI n t inso 

111 

SiIrlta Maria 

Inliucl 

Colina Centro'dq Estiidios Tecnologicos @ET) 

Lo Galdanres, SI.. Sergio Cordero 

El Zilino, SI-. llogelio Cntddo 
* 

1v 

---- 
Ilallc~gu;l 

Cot t nu co 

1v 

Lo dc Lobos 

Cuesta de Idahue 

Tipaumc, Sr. Scrgio llarnircz 

Sr. Genrlro Jnra 

V 

V 

R.M. 

ILM. 

i M .  

VI 

VI 

VI1 

v11 

P R O V N C I A  SECTOR PREDIO a- A ri ca hap21 Sector. bajo,km. 1,5. Campo Verdc 

'I'i I-TiI '1'; I -'Ti I El Siiilce 

Til-Til - t--4 TiI-Til Camino Saii Antonio 

Cu sic6 

I'alca 

En iina priinern etnpa se intiestrearon en la I region 10s piwlios (le Iloxan;~ Gar-dikic, Kin 8 !4 

Ampa y Sutllvoto Ordoiiez, kin 1 E, Azapa. 



Estudios virologicos o de viroides. 

Metotlologin. 

Origen del material. Se colectaron plantas de olivos nrostrando disminuciones de 

crecimiento y malformacibn de hojas u hojas encorbadas o “Sickle leaf’ provenientes de 

Arica y Copiapo (Fibwra 14). Estas muestras se sornetieron it una serie tie ljniebas a fin de 

establecer el origen patolbgico del problema. A fin de detectar la presencia de virus se 

sometieron a la pnieba de ARN de doble hebra, ELISA y niicroscopia electronicn. Su origen 

viroidal se investigo mediante la prueba de electroforksis de tloble corrida y su origen 

fitoplasmal nieciiante PCR con partidores universales. 

Pi-ueba de -4RN de doble hebra. La extraccion de 10s acidos nucleicos se realizo macerando 

3 a 4 g. de tejido en 8 ml de STE (1X (0.1M NaCI, 0.0SM tris,0.001 M EDTA, 0.01% 

DIECA). El extract0 se colectb en L i n  tub0 de polietileno de olta deiisidnd (50ml) y se 

agrego lml.  de Sodio Lauril Sulfato(S.D.S.) de una solucibn a1 IO%, 0.5 rid. de Bentonitn 

de UIIR suspencion ac~iosa a1 2%, y 9ml. de fenol saturRdo con STE 1X. El homogeneizndo 

se mezclo vigorosnmente por 30 minutos a temperatura iimbienfe. Eii segitidn, las nitiestras 

se cenlrilitgnron a 8000 g. duronle 15 inin. n 4°C . ]’or ciicln IO nil. de sobi.eiiadttnte 

resciitado se I C  agrego 2,1 ml. de efiinol 95% . 

Para nislnr 10s acidos niicleicos se procedio de I R  pigitiente iiiaiiera: sc prepftcnron tlos 

portiones de I gr. chi de celulosa (CP.1 1) por muestra , se agego  25 ml. de STE 1X 

conteniendo 16% de 1301-1 y con estn suspension se I’orninron dos columnns prepiiratlns en 

jeringas de 20 tnl. tapon;itlns con !ana de vidrio. Lm suspension de celulosa se mezclo bien, . 

colocindose en las columnas y se dcjo flitir el exceso de STE/etanol. Posteriormente, se 

agregaron la muestra a la primers colcirnna permitiendo clue eluyera completamente 

descartando el eluido. En seguida, se Iavo lentamente la columna con 40 ml. de STE 1X 

conteniendo un 16% de EtOI-I, descarthdose dicha porcion. Luego se agregaron 10 ml. de 

STE 1X pero esta vez se colectnron en tin tub0 de 50 ml, a la niuestra recuperada se le 

ngrego 2.1 nil (le etanol 95% Los mismos pasos se siguieron pars I;\ segitnda columna, 

\ 
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agregando como muestra la solucion obtenida en la primera columna, se lavo. pnra 

finalmente agregar 6 ml de stels, 10s que se colectan en tin ttibo de 50 inl. 

Para precjpitar 10s Bcidos nucleicos a la muestra recolectada se le adiciono 0.5 ml de 

Acetato (le Sodio 3M (ph 5.5) y 20 in1 de EtOH 95%. Ellos se almacenaron ;or 2 horas 

corn0 minimo a -2O"C, de esta manera se precipitaron 10s RNA de cloble hebra. Finalmente 

las muestras se centrifiigaron a 8.000 g. por 25 niin., descartindose conipletaniente el 

sobrenadmte y dejando 10s tubos invertidos para secar el pellet. 

Para evalunr las muestras se resuspendieron en 100 111. de tampon muestrn.(btiffer BE 

?OX 5m1, glicerol 20.0 ml., azd  de bromofenol O.Olgrs., agua destilada 75mI.). En dgunos 

casos las muestrns asi ireparadas se almacennron indefinidaniente a -20°C. Los .4RN de 

doble hebra se aiializaron en geles verticales (160nim de largo X 140mni de nncho y 1.5mni 

de espesor) a1 6% de poliacrilaniidn preparado en buffer TAE. Las muestras normalmerite 

se sometieroii a electroforesis 3 it 4hrs, n 50-60niA, en tnmpon TAE lX(0.04M TRIS, 

0.02M NaAC-, 0.001M EDTA). Los geles se tifieron con nitrato de plata. 

PI-tiebR ELISA. Para 10s efectos del procediniento de la prueba serolbgica ELISA, en placas 

de poliestireno se colocaron 100 ul antigeno y se incubo a 4°C poi toda la noche. Para la 

preparacibn del antigeno se procedio de la siguiente forma; 1-3 g de hojas se trituraron 

(1enti.o de t i i i i i  bo1s;i 1distic;i CJI solucibn de extraccibri ( I :  10 p:\/ j  cn tiiniphn car-bonato 

(0.014 bl Nn2C03, 0.0035 lvl Nd-IC03, pl-1 9.6), el estracto se cenlriliigo n 2000 r-pm 

clurante 2 niinutos, colectindose el sobrenatlmte p:ir;i cubrir 10s p<xillos de l x  plzicas. En 

seguida, estas placas se lavaron 3 veces cnda 5 minutog con solucibn de lavado P~$-1'(8.Og 

NaC1,0.2g KH2PO4, 2,9g Na21V04,  0,2g KCI y 0.02ml Tween-20 para 1Lt. de itgua). Una 

vez terminado este period0 A las placas se les agregb BSA (bobine serum albunini) al 3% en 

PBS POI. (10s Iiolxs a 36°C. Despuks de  in lavado similar nl iinterior se adiciono , 

inmunoglobulinas (1: 1000 V/V) (Sanofi, FrRncia) especificns para la detection de 10s viius 

indicados en el cuadro 1, incubindose doc horas a 36°C. Posterionnente, se agregb un 

segtindo antisuero producido en cabra, incubandose a 36°C duriinte dos horns. Finalmente, 

las placas se lavaron y se agregb (11-nitrofenilfosfato), Sigma 104) adicionanclose a razbn de 

iindnil de dietanolamina, p€I 9.8. Lecturas a 405nn f'ueron realizadas a 10s 15, 30 y 60 

niintitos inostriiroii cambios en la intensidad de absorbiincia en relacion a 10s controles sanos. 

c 



Se considerh como muestra positiva aquella que presentaba una  absorbancia superior a dos 

veces el valor obtenido con 10s controles sanos 

Microscopia electronica. Se coloco una grilh de malla 300, sobre una gota de extracto de 

planta infectnda h ran te  3 min. Una vez seca, la grilla se coloco sobre una  gota de 

contrnstante (molibdato de amonio a1 2% o con lcpt al 2?h), dlrrante 3 a 5 min. 

Posteriormente, se observaroii bajo el microscopio electronico (Zeiss, modelo EM 300). 

Transmision niecAnica a huespedes IierbBceos. Muestras de liojns de olivo con sintomas de 

hojas encorbatlas se trituraron en tanipon fosfiiro 0.0 1 A4 niAi .O.OO I % de 

dietilditiocnrbamato (DTECA). El extracto se froto con dgodbn sobre hojas de plantas 

indicadoriis (Cuadro 2). L R S  plantas se mantuvieron en condiciones de invernadero a 

temperatura ariibiente hasta la observacion de sintomas. 

Prueba de la reaccibn en cadena de la polimerasa (PCR). La aislucibn de DNA se realizo de 

acuerdo n la nietodologia de Kirk patrick y otros (1987). Para ello, 0.5 g. de tejido se 

incubaron dirrante 10 minutos en 6 nil de tampon de molienda (125 mM fosfnto de potasio, 

30 mM Acido nscorbico, 10% de sucrosa, 0.15% BSA, 2% PVP, p1-T 7.6). despuis de moler 

el tejitlo se agregh otros 8 n i  de tampbn. El homogeneizado se centiiflgo H 4oC durante 4 

minutos ii I .  100 g,  Se descarto el sobrenadtinte y se centrifiigb a 4°C durante 25 minutos a 

14.600 g .  1 3  pellet se resuspendio en 1.5 ml de tampon de extraccibn a 60°C (3% CTAB, 

1.4 M NnCL, (3.236 3-iiiei~cnp1oe1nriol, 20 m M  EDTA, 100 1nh4 Iris-I-ICL, 111-1 8.0) y se 

inciibo n 60°C durante 30 minutos. Posteriormente se agregb igiial ~~oliiincii (le la mczcla 

cloroformo/alcoliol (24: 1). Despiies de la centrihgaci+i, la ikse aciiosa se precipiM con 2/3 

de volumen de isopropanol a -20°C y centrifugado a 15.000 g. el pcllct se lavo con etanol al 
70%, secantlo al vacio y disolvierido el pellat en 100 L I I  de agiin estkil. FinRlrnente, In 

preparacibn de digirib con 50 tig/ml de Rnase A durante 30 miniitos a 37OC. 

\ 
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Para la realizacion de Ins priiebas de PCR se selecciono u n  par de oligoniicleotidos 

universales para la deteccion de MLO (Lee y otros, 1993) RlGE 5'-ACG ACT GCT AAG 

ACT GG-3' y R16 R2 5'-TGA CGG GCG GTG TGT ACA AAC CCC G-3'. Phra la 

aniplificacibn de DNA se figregaron 5 ul de DNA extraido a iinn mezcla de 35 ul de 0.5 irM 

de cada partidor, 100 uM de la 4 bases (dNTPs) y 1 unidad de Tnq polimerasa. Se cirbrio 
coll nceitc mineral y se sonietio a u n  termociclador siijeto n 35 ciclos del siguiente 

procedimiento; 30 segiindos de denatiiracion a 95"C, 45 segiindos R 55"C, 30 segimdos de 
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meenling a 55°C y un period0 de elengacion de 30 segundos a 73OC. Durante el iiltinio ciclo 

la elengacion se extendio a 90 segundos. 

Para el aiialisis de 10s productos de aniplifica,cion se colocai.on alicriotns de lOul de 

reaccion de I'CR en Lin gel de electroforesis de 6% acrilamida en tampon TBE (89niM tris, 

80mM ac. borico, 2,5mh/I EDTA, p1-I 8,3). Los geles heron corridos a 70 volts durante 

aproxiniedamente 3 horas. Posteriormente, 10s geles se tiiieron con platn. 

Resiiltndos tlc cris;iyos d e  cirnipo. 

Rcsr~linrlos ~8 rliscusidn e m q w  Lo de Lobos. Tenrpor~rtkr I9 9 7-98 

A 10s 39 dias de aplicados 10s trataniientos, el control de I y I1 rstadio de In coricliiiela file 

muy eficiente en 10s trataniientos con nceite 1.5 % y detergenle anionic0 piiro al 0 5 ?AI 

(Tabla 3 )  AI considerar lo9 nciultos (Tnbh 3)  no existe muclia difki-encia entre 10s 

tratamientos y el testigo, a exepcibn del tiso de la arcilla hidrofobicn M-96-018 quien 

present0 una poblacion de adultoh incluso mayor a todos 10s tratamientos. Estos resultados 

demuestrnn que las aplicaciones de aceite y detergente controlan bien 10s estdos, ininaduros 

de I H  conchuela, no asi 10s adultos que se encuentrnn bien protegidos por la caparazon. Un 

control mas eficiente podria observarse mas adelante ya que 10s primeros estadios no 

podrien Ilegni. adiilros, por lo tanto la reduccion de I H  poblacihri es paulatina en el rieinpo. 

Esa file la razon de reiilizilr nuevos tratamientos, utilizi\lldo 10s mismos 6rbolcs en  ctitlit li.cliii 

de npIicnci6ii. Uiia Iiuevii aplicacibn durmre el nies de etiero iiiostl.6 resultados similrires, 

con u n  buen control de estadios inmaduros (I y II)kco,n aceite y detergente $ control 

deficiente con las arcillns (Tnbln 4). A L ' ~  con estn aplicacion 10s adultos no presentnn 

* 

diferencias con el testigo (Tabla 5 ) .  Nuevos antecedentes se tendrh con una tercera 

nplicacidii qtrc SL' r d i z o  cliiriinle el mes tie I'ebrero y que ti i tn  cstA pt.ocesLiitlosc y en el ' 

perindo de tomas de muestras. Existen dos posibilidades de resultado final, la primera es que 

R pesnr del excelente control de primeros estadios con aceite y detergente 10s pocos adultos 

que sobreviven son capaces de mantener la plaga en un nivel similar a un Arbol sin aplicar. 

Esto debido a que en estos Gltimos Arboles existe una  gran inortalidad natural. La segundn 

posibilidad es que luego de varias aplicaciones se haga sentir el efecto de 10s aceites y 

detergentes. Gsto podrri diliicidnrse R I  f i n R l  de 10s ensayos en la proxima temporada. 



... .... 

Con clirsioti es. 

El aceite al 1.5 YO y detergente anibnico puroal 0.5 ?4 controlaron eficientemente 10s 

estndos inmaduros de la conchuela, no asi 10s adultos. 

El efecto f ind  de estos trntamientos podrin obsenwse al cnbo de varias aplicacioes, 

incluso varim temporadas. 

I 



Tabla 2. Niiinero de I y 11 estadios vivos de conchtiela negra del olivo en ramilla de 15 

cm. Incltiye Ins 10 Iiojas superiores de la raniilla. Promedio de 5 ramillas por Qrbol. N = 6 

arboles. Aplicacibn del 27.1 1.97. 

9.12.97 16.12.97 ai 'rriiieiii . o 27.1 I .97 3.12.97 
I'i.e-ilp I icacio 11 6 tliiis 12 tliils 19 dias - 

Tra 1i i t  rii en1 o I 27.1 1.97 I 3.12.97 I 9.12.97 I 16.12.97 I 26.12.97 
I Pre-aolicacion I 6 dias 12 dias I 19 dias I 29 dias 

26.12.97 
29 tlias 

* hidrofobicn; * *  hidrofilica 

Tratamientos en columnas seguidos por la misma letra no son estatlisticamente iguales al 5 

Yu error 

Tabla 3. Adiiltos vivos de conchuela 1iegr.a del olivo en raniilla de I5 cm.: Incluye Ias 10 

Iiojas superiores de I H  ramilla. Promedio de 5 ramillas por arbol. N = 6 arboles. Aplicacibn 

del 27.1 1.97 

'restigo 5.5 R 11.2 b 13,s a 13.5 a 8.3  b 

Detergenre 1.2 a 5.7 bc 2.8' c 3.4 b 3.5 b 
,4rcill;i M-96-018 * 6.3 n 18.3 N 12 2 :1 10.9 Rb 17.5 R 

Aceite 1.5 YO 9.2 a 4.0 c 7.2 abc 5.3 b 'x 4.5 b 

AIcilla M-97-002 * 9.4 a 5.2 bc 10. I ab IO. I ab 7.0 b 
Arcill:i M-97-009 * *  5.6 11 6.6 bc 4.8 bc 5.2 b 4.2 b _- 

* Jiidi-oiZbice; * *  Iiitlidilica 
14.2 b 1 

Tratamientos en columnas seguidos por la misina letra no son estadisticamente iguales al 5 

YO error 
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- 
14.01.98 19.0 I .98 26.0 I .9s 2.02.98 -- 

c. I I'ii L ii11 1 i L'IILO 
I'i.~-i1pIi~iiciO11 - 12 clias -___--- I9 diiis 5 d i w  

Test igo 4.6 a 4.9 abc 5.0 b 2.5 ab 
Aceite 1.5 % 8.9 a 3.9nbc c -2.9 b 1.3 b '\ 

Detelgente 2.2 a 0.6 c 1.8 b 0.7 b 
6.0 R 6.3 nb 4.9 b 2.3 ab 

Arcilla M-97-00:! * 8.8 a 8.2 a 10.6 n 4.4 a 
1 Arcill;i M-97-009 * * 3.0 ;i 3.5 bc 4.6 I, 1.3 b 

-- Arcilla M-96-0 I X * 

.. .i. 

1 2.0%. 98 
29 tliiis 

1.5 b 
3 . 0  b 
1.1 b 
11.2 R 

3.1 b . 

4.0 b 
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En I A  Figura 13, se aprecia que el irisecticida Imidaclopritl aplicado a1 riego, file 

eficienternente absorbido por la planta de  olivo caiisnndo una arnplia rnorialidad de  10s 

distintos estatlios de S'oissefin olme. 

. .  

___ 
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Figura 13.  Efecto de lniidacloprid aplicado a traves del riego por goteo sobre, Soi.s.wlin 

olmc. Valleiiar, 1998. Los tratamientos presentaron dilkrBlcias signilicativas de a:Lierdo a1 

Test de Student I 



Ilesultiidos y tliscusi6a cnsnyo Til-Til 1999. 

En las figuras 14 y 15 se muestran la poblacibn de conchuela negra en ramillas y hojas 

respectiwmente. Despiiis de las aplicaciones la poblacibn de conchuela en ramillas ba,jb a 

niveles muy bajos, lo que tambiCn sucedib en el testigo, salvo en una feclia Esta sitiiacibn 

inipide sacar conclusiones c l a m  y se debe fiindamentalmente a la dispersion variable de la 

plaga. Tampoco la coniparacibn en hojas explica la Rccibn de 10s insecticidas. La evaluacibn 

visual del ensayo indicb que todos 10s tratamientos fiieron ef'ectivos, y que el testigo tenia 

mayor irifestacion qiie no se reilejb en 10s muestreos por la razon mencionada ant'eriormerite. 
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Resultlidos y tiiscusi6n eiisfiyo Lo de Lobos 1998-99. 

La figura 16 muestra la evolucion de I y I1 estadio en ramillas y liojas de olivo. Se observa 

que el testigo mostr-o una significativa mayor poblacion de conchuela negr-a a partir del mes 

de enero. Los tratamientos de aceite, detergente y arcilla mostraron altos niveles de control. 

AI nies de inarzo 10s tratainiento con cnolina continuaron mostrando u n  nivel reducido de 

conchuela. El control de aceite y detergente coincide con 10s resuliados de temporadas 

anteriores y 10s Arboles se observan con menor nivel de fiimagina. Especialmente el 

, tratamiento con detergente mostro Qrboles limpios y con fi.utos de aceittinh, lo clue no se 

observo en 10s otros tratamientos. El huerto usado para estos ensayos est i  altaniente 

infestado con conchuela lo que explica la falta de fructificncibn. En el cas0 de concliuelas 

adultas (Figlira 17) el testigo mostr6 las mas altas poblacioncs, except0 en dos fechas de 

muestreo (Lerror de muestreo?). El detergente, salvo en una fecha, mostro niveles reducidos. 

El aceite y las arcillas tambiCn mostraron en general una nivel bajo de conchuelas. Hay que 

anotar que ni aceite, ni detergentes o caolinas son capaces de controlar 10s adultos. El efecto 

de todos ellos se debe notar luego de varias aplicaciones. 

A pesiir que 10s datos mostraron u n  control de conchuela con ciolinas, 10s arboles se 

encontraron cirbiertos por fiimagina. Los datos de temporadas anteriores mostraron un  

pobre efecto de estos protliictos lo que Contrasta con 10s resu~incIos presentados en esta 

oportiiiiidatl, UII  mejor paiiorania del renl aporte de las caolinns podria tenerse despues de 

otrns temporatlas de estudio 

Conclusioiies. El detergente y el aceite inuestran niievaineiite prornisorios resultaclos en el 

control de la conchuel;~. Es~os  se visualizan marcadamente clcspuC.s tle (10s teinporwlas de ! 
IJSO. 
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Fijyra 16. Poblacibn de Scriswficr olrne (primeros estadios) en olivos. Lo de Lobos. 1998- 

99 
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Figura 17. Poblacibn de Stris.sefin olenr (adultos) en olivos. Lo de Lobos. 1998-99 
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Sitnnci6n de Iiuertos de olivos no incluidos en 10s niuestreos hnbitiinles. 

De manera de conocer el estado sanitario de otros huertos de  olivo se visitaron varios de 

ellos para realizar u n  analisis visual y evaluar en lnboratorio aquellas muestras que pidieran 

d a r  mayor inibrmficion. .4 continuacion se presentan por zona: 

Vallenar, La Compaiiia (Predio M A ) ,  111 Regibn. Presencia de conchuela negra, 

conchuela heniisl-Zrica, escania blanca de la hiedra y chanchito blanc0 de cola larga. Se 

detectb In presencin de hcaros eriofidos y Brei~ipalprrs. Se detectb u n  ataque'de hormigtl 

filego, So/ri/opsis gnyi, atacando follaje y fiutos lo que solo se liabia observado 

anteriormente en arboles de citricos. Esta especie es de origen chileno y puede 

presentnrse luego de 1ev;intar la flora nativa para la plantacibn (le hitales. 

B Los Olivos, Limnri, de ngricultor nartolome Labarca, 1V Ikgibn. Presenta [as cuatro 

primeras especies nornbradas en el phrrafo anterior. 

II Los Clioros, Elclui, de agricultor David Albifia, IV Region. Presenta una importancia de 

plagas similar a las anteriores y con las niismas especies. Se agrega la presencia de la 

conchueln ncanaladfi de 10s citricos, Icerya p / / r c l ~ ~ i . ~ i .  En este huerto hay 

aproximadarnente 84 % de Arboles con funiagina, lo que indica la impartancia de las 

p I Rg:R s c I I1 I], a d 0 IYIS. 

Til-Til. Regibn h4etropolitana. (12.3.96). Aproximadanientc el IO% de 10s olivares de 

estn Brea tiene nIg:iin tip0 de manejo, sea t'erlilizacion, r.iego o niaiiejo sanitario. MhcIios de 

ellos eslrin nsocindoy n tunaleu lo que tliliculta el innnejo genernl. 
I 

Pretlio (le Mario Escobar, Fundo Snn Antonio. Este liiierto posee viego POI- taza y no se 

realiznn aplicrtcioiws de inyccticitlny ni I'ertilizlicion. El iiivel (le plagas cs reliitivninente ' 

bajo, con presencin de conchuela negra en focos. No se encontraron Bcnros eri6fidos. Se 

observo niuchas hojas torcidas I R S  cuales pueden corresponder a presencia de vinis o de 

6caros eriofidos. Sin embargo, estos iiltirnos no fueron encontrados en las muestras. 

Presencia de raniillas muertas por escolito. 

Predio tie Benjamin Soto, Fundo Los Litres. Riego poi. taza y algunos sectores con 

riego por goteo. Fertilizacion durante las dos ultimas temporadas. Se Iia aplicado 

insecticicla (Parathion mas aceite) durante el nies de enero. Se prcsenta un intenso 
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ataque de conchuela negra con presencia de fumagina focalizado en algiinos arboles, 

pero cl estado sanitario puede considerarse como cle alta infestacih. Poca 

sintoinotalogin de hojas torcidas, pero sin deteccibn de Acaros. Presencia de ramillas 

, muertas por escolito. 

I Pretlio de Callejori 2, Propiedad de la familia Aguirre Riego por taza y goteo. 

Aplicaciones habituales de insecticidas. Presencia de conchtielas en focos y de ricaros 

eriofidos. Presencia de rnmillns muertas por escolito. 

91 Fiintfo Tnpihw En buena condicibn sanitaria con preseiicia de liojas tbrcidas. No se 

encontro el iblidos ni conchtielas. Se realizan aplicaciones insecticidas. Presencia de 

ramillas muertas por escolito. 

I Vivero El l’arronal, Buin blonitoreo de enfkrmedades, especificamente Verticilosis y 

ojo de papngayo, S/)i/ocneo olecrginn, virosis y plagas. Solo se encontro m a s  pocas 

plantas con manchas cloroticas cuyo anilisis fitopatologico mostro la presencia de 

Alternaria de importancia secundaria. 

VI Region (17.03.98). 

II Fundo Snnca Amelia de Pichidegua. I-Iuerto de 60 aiios de edad, irijertado hace 30 

iifios. niicn nivel tecnolhgico, con aplicaciones a6reas de pesticidns contra conchuela 

negi‘ii. Se eiicoiitrnroti miiy pocas conchtielas y HlglitlOS eriblidos. I’reseilciii de ramillas 

muen;is por escolito. 
< 
\ 

‘ \  

Concltisi6n gcnmil. Las localitlades dcl node como In 111 y JV Region possen una 

compogicibn (le pltlgns tlif’erente R Ins Regiones de mas nl stir. Lo corichuela negra es comiin 

pwrn totlas l i is Ilcgioncs, pero CII el riorte se trgrega la CSCi\iilt\ bl;inca, clilincliito blanco de , 

coln larga y conchuela Iieniisfkrica. Su importancia relntiva depende de 10s huertos en 

particular. La escama blanca y chanchitos blancos se enciientrnn infestando hojas y fnitos. 

En estos iiltinios producen una deformftcion y decoloracion. Se encontrb hasta un  4.5 % de 

fiutos infestados por escama blnnca. La importancia de cada una de ellas depende del hiierto 

en pnrticular. Entre la \I y VI1 ‘Region es mas comiin encontrar la conchuela negra del olivo 

con abundante fiimagina en aquellos huertos infestados. El escolito del olivo se observa con 

li.ecuencia, pero sin importancin econoniicn de la IV Ilegioii nl siir. 1-0s ncaros eriofidos linn 

I 



sido derectados en huertos de todas las localidndes, pero tampoco pnrecen ser iniportarites 

como plngas. 

111 
I I1 
Metropolitann 
Metropoliiana 
V 

I .  

Mucstreo para detecciones de virus y viroides en predios no incluidos en el rnUestieo 
h R bi tu nl . 

2 4/41 
3 014 
4 O / b  
5 111 
6 519 

Como se indica en las siguientes tablas, solo se ha detectado viroides 

Ilegihn I'rcdio 

Predios muestrendos mra detectnr nresencia de viroides 

AID " 

(*) A: Plantas con reaccion positiva 
B: Total cle plantas analizadas 

(*) A: Plantas con reaccion positiva 
B: Total de planms analizadns 

I 
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DETECCION DE UN ORGANISM0 TIP0 VIROIDE EN OLIVOS 
(Olea eirropnen L.) CON SINTOMAS DE kIALFORMAC1ON DE I-IOJASi 

Detection of viroid like-organism on olivc p l i l n t s  (Olea eirropnen L.) 
with sicitle leaf symptoms 

Guido Herrera M.' y Monicn k1atlari;ig;i V.' 

A 13 S T R A C T 

4 series of tests were conducted on samples from North a n d  Central regions of Cliile in 
order- to identify the pathological agent causing sickle leaf syhptonis .  'The plants were 
tested using double strand RNA, ELISA, mechanical transmission to herbaceous hosts and 
clectroii microscopy to identifjl virus organisms, doublc r u n  gel electrophoresis to identify 
viroids and PCR to detect pliytopliisin like organisms. Virus or pliyroplasms could not bc 
idcnri t'icd, and dotiblc r u n  electrophoresis resiil[s suggzs~~.d [lie presence of viroids i n  
ssmples showing sickle leaf symptoms. 

K s y  woi-tls: Oleo ewopnru. virus ,  phytoplasin. 

INTRO D u CCION 

'Recepcidn tlc originales: 10 de tliciembrc 6.: 1998. 
1'r;ibiijo liiranciiitlo cn paric. por cI proyeclo FIA No C96- 

'Instictito de lnvesrignciones Agropecuarias, Ceniro Re- 
gional de lnvesiigacibn La I'laiina, Casil'a 439, Correo 
3 .  Santiago, Cliilc. 
E-iiiiiil: glirrrcmOplntirin.inia.cl 

1 - A 0 I I .  

En In m i : i  Iiorte, la f;iIta de  antecederites respecto 
dc cnfcrniednrles catisadas por iioiigos, bncterias 
y virus. Iii\ce necisar io  investignr I:\ incidrncia 
tit: ~ S I O S  I ' ~ C L O I . ~ S  C I I  el desarrul lo de IiIS planras 
ysirs efecioseri 1;i varinbilidad de la producci6n. 
1.0s nnrccctlentcs niuridiales (U:trba, 1993) intl i-  
C;III  1 1 1 1 ~  Iiis pIiiiit:t-s CIL' olivo sc veil ;ifectadns por 

d c c r el: i I 11 i  i: I I 10, 111 il I fo 1.1 1 i i\c i  6 11 CI C' 11 oj as, ti iii a r i - 

Ins cuales Iian sido at<.ibuid:is ;1 problerrias dc  

L I I I ~ I  scric: tlc: i t l i C t ~ : t C i o l l c s ,  titles COIIIO tlctcnci6ri 

I I C Z Y  I Ioj i iS ellCorvil(li\s (sicklc le:1f), ii1gttti;is ( IC  

origen viri l l .  -% 

b 

I,specific:imente, el sintoma de hoja encorvada 
en olivo 1111 sido descrito en Italia y I'ortugal 
(l'liornns, 19Sh'); Ins l iojas coil esta mnlforma- 

riinarillez. Se observa tambiCri una reduccihn en 
el creciniiento (le las ramns y reduccion en la 
fruta producida. En Chile, la lioja encorvada se 
encuentra en  olivares d e  In zona nortc y central. 
El ageritecausal deesta rnaIforniaci6nesdescono- 
cirlo, iilinque sc li:i logrado transrnitir experimen- 
talmentedeplantrisenfennasaotrassanasniedian- 
IC irijcrtncibn (Waterworth y Monroe, 1975). 

c ib t i  ~ ) I ~ C S C I I I ; I I I  ;\dclil;is rcditccii)ii d e  IiIlI1iitio y 

ACIIICULI'UIL4 l'l>CNICA (C1III.E) 59 (3): 1711 - 185 (JULIO - Sl~l~' l ' l l3~ll l l<E. IVN) 
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En diferentes regiones del murido se han dctec- 
tad0 varios virus afectando 10s cultivos deolivos, 
pero ninguiio de ellos ha sido asociado a sinto- 
mas en particular. Entre 10s virus detectados 
estan: Arabis  rnosaic virus (ArblV) (Savino e t .  
a/ . ,  1979); Strawberry latent ringspot virus 
(SLRSV) (klarte et al., 1986); Cherry leaf roll 
virus (CLRV) (Savino y Gallitelli, 1981); Cu- 
climber mosaic virLis(CMV)(SavinoyCallitelli, 
1983); Olive latent virus I (OLVI)  (Gallitelli y 
Savino, 1985) y Olive latent virus 2 (OLV2) 
(Grieco et  nl., 1992). Recientemente, Faggioei 
y Barbn ( 1995) describieron otro virus de natura- 
leza filamentosa denominado Olive vein yellow 
virus (OVYV) .  

Los viroides son iiiicroorgaiiistnos que solo han 
sido encoiitrnclos e n  Ias plantas, y que, a diferen- 
cia de 10s virtis, rio tieiicn t in  capsbmero de pro- 
teinas. Los viroides consisten en u n a  hebra de 
icido riboniicleico circular, que se puede repli- 
car- y triiiismilir en forma independierite de un:i 

plnnia n ot In (I-liinnold, 1993). Algtlnos de ellos 
so 11 i in po 1-1 ;I ii t es pat og e nos de c ti I t  i vos, t n I c s  
coiiio el ..Pot;ito spiiirlle tuber viroid (PSTVd)” 
en p;ipa y “Avoc:~lo sunblotch viroid (ASBVd)” 
eii p;illos. 1-a identificacicin rspecificn de ellos 
i q i i i c r t .  de t i n i l  tletnllarla coinpaixcion de l a  se- 
c t i c i i c i i i  (IC h s e s  eiitre e l  viroitle i~ idcnti1ic;lr y 
10s y;i conocidos (H;iniiold, 1993). 

’ 

At‘in 110 se coiioceii 10s efectos que  10s virus y 
viroides [ieneii C I I  10s nspeclos agronbmicos del 
ciiltivo d e l  olivo (propagacion, production y 
susceptibilid;itl a otros factores bioticos y abio- 
ticos), pero el tiso de  material libre de estos mi- 
croorganismos pnrece una forma adecuada de 
pixvenir el cfccto de eslos patogelm en I R S  
pIiiti1:is ~~i~o~~;ig: id; is .  1311 Cliile, norlniiliiicnle e l  
o l ivo  se propaga oiediante el sisteina de cstacas, 
perinitiendo que patogenos tipo virus, viroides 
y fiIopIasmiis se perpetiien en cl cultivo. 

Considerando la presencia de plantas de olivo 
con detenci6n de  crecimiento, malformaci6n de  
hojas y hojns encorvadas en las zonas norte y 
central de Chile, la presente investigacibn tuvo 

por objetivo determinar la posible naturaleza 
patolbgica de estos problemns. 

klATERlALES Y kIl?TODOS 

Origeri del ni:itcr-ial. ‘ ~ e ’  colecrnron muestras 
de plantas de olivos (Oleo eztropaea L.) que 

malformacion de  hojas ti hojas encorvadas 
(sickle l e a 0  (Figura 1) y inuestras de plantas 
s a n a s  provenienies  d e  Aricn,  Cop iapb  y 
Sa n t in  go. 

Estns mtiestixs se sometieron a una serie de . 

pruebns ;I fin de estnblecer e1 origen pnrologico 
del probleinri. Con e l  objeto de detecrar l a  pre- 
sencia d e  vir t is  se sometieroii n la  prueba del 
Ac id0 ri boii tic I e ico de do b le hebrn vi ra I ( ARNdh) ,  
E L l S A  (enzyme linked immunosorbent assay), 
in i c ro sc o 1) ia e 1 ec I r o  n i c a y Ii os pede ros d i Fe re n- 
ci:iles. St1 origen viroidal se investig6 niediantc 
l a  prueba (le electroforesis de  doble corrida y si1 
origen I’itopIasni:iI mcdini\te la pruebn de  Iii  

renccion en ciideiin de l a  polimernsa ( P C R )  con 
part id ores t in  i ve rsii I es. 

rnostrnb:in disniinucion d e  crecimiento y i 

’ 

Fipura I .  Siniomns de rncorvnmienlo de la hojn (sickle 
leaf) en plnrilns de olivo. 

Figure I .  Symptoms of  sickle leaf i n  olive plants. 



en S niL de STE I X  (0,IM NaCI; 0,05 M tris 
0,OO 1 PI EDTA; 0,O 1 % DIECA). El extract0 sc 
colectben un  tubode polietilenodealta densidad 
(50 tnL) y se agregb 1 mL de Sodio Dodecil 
Sulfnto (SDS) de una solucion al I O % ,  0,5 mL 
de bentonitn de una suspension acuosa al 2 %, 
y 9 mL de fenol saturado con STE IX. EL homo- 
geneizadn se meZClo vigarosamente por 30 inin 
;I tztnperatura ambiente. Luego, las muestras se 
centrifugiiron a 8.000 g dtlriinte I 5  miti a 4°C. 
I’or catla I O  rnL de sobrenadante rescatado se le 
ngreg6 2, l  niL de etanol 95%. 

Para nisl:rr 10s: 6cidos ntrcleicos se procedio de 
In siguiente mnnera: se prepararon dos porciones 
de I gcnd,iunadecelulosa(CF-I I)pormuestra, 
se agrego 25 m L  de STE I X ( I  00 mh.1 TrisCL, 
I A 1  NnCL, 5 mh.1 EDTA, pH 8,O) conteniendo 
1 G% de etanol y con esta suspension se formaron 
tlos coltininas preparadns en jeringns de 20 mL 
taponndns con lana de vidrio. La suspension de 
celulosn se mezclo bien, colocindose en las 
columnas y se dejb escurrir el exceso de SPIT/ 
etanol. Posterioimente, se agreg6 la muestra a 
In primern columna permitiendo que escurriera 
c o m p I e t n m e n t e.  En segit i d a, se I avo I en t a m t: n t e 
1;i coltrmna con 40 mL de STE 1 X,  conteniendo 
L I I I  16% de  etanol, descartindose dicha porciJn. 
Lucgo, se agregaron 10 mL de STE IX, p r o  
est,) \‘e?. se c O l C c t i I ~ O l i  211 tin ttrbo tle 50 tiIL. A 
I i i  tlltIeSIri1 recuperatli\ SC le ngrego 2 ,  I niL (le 
etnriol 95%. LOS inisnios pasos se siguieron 1)il- 

ra  In segundn columna, agregando como niuestra 
In solucion obtenida en la primern columna+ 
agreg;indo finalmeiite 6 inL de STE IX, 10s que 

b 

se CoIcCIiiII c11 1111 tub0 tic 50 mL. 

I’nrn precipitnr 10s dcitlos nucleicos, n In inuestra 
Iccolcctnrla se le ittlicionb 0,5 niL de iicel:ito de 
sodio 3 h.1 (pH 5 , 5 )  y 20 niL de etanol95%. Se 
alinacennron poi 2 11 como minimo a -2O”C, de 
estn manera, se precipitaron 10s iicidos nucleicos 
de doble hebra. Finalmente, las muestras se 
centrifiigaron a 8.000 g por25 niinutos, descar- 
tando completamente cl sobrenadante y dejando 
10s ttibos iiivertidos para secar el pellet. 

1’nr;i evaluar Ins inuestras, se resuspendieron en 
100 ILL de tampcin muestra TAE (24,2 g tris: 
5,71 mL de EDTA 0,s M en 100 mL de agua). 
Eo algtinos casos, las muestras asi preparadai 
se almacenaron indefinidamente a -20” C. LOS. 
ARN de  doble liebra se analizaron en geles ver-1 
ticales ( 1  60 inm de  largo por 140 mm de ancho 
y 1 , j  nim de espesor) al 6% de poliacrilamidii’ 
preparndo en buffer‘I‘AE. Las muestras normaLi 
mente se sornetieron a electrofortsis 3 a 4 11, a! 
50-60 mA, en tampon TAE 1X (0,OJ h4 tris;) 
0,02 h.1 NnCI;  O,,OO I h.1 EDTA). Los geles se’ 
tiiieron con nitrato de plata. 

I ’ r t i c b ~ ~  ELISA. Para 10s efectos del procedi- 
mienro de In  prtieba serologicn ELISA. en placas 
tie poliestirrno se colocaron I00 p L d e  nnrigeno 
y se incubo n 4 ”  C durante 16 11. Para  In prepn- 
racion del nntigeno, se procedi6 de la sigLiiente 
forma: 1-2 g de liojas se triturnron dentrotie una  
bolsn plhstica en solucion de extracci6n ( 1 : l O  
peso:voltiiiicn (p.v)) en tamprjn carbonato (0,O I J 
hl Nn,CO,; 0,0035 h4 N a  HCO;, ptl  9,h) ,  el ex- 
tract0 se centriftis6 n 2.000 rpm durante 2 niin,  
colectindose el sob’renadnnte para ctrbrir 10s 
pocillos de I;IS plocas con IO0 p L  , incubnnda 
durante I G I1 ;I 6°C. Eiiseguidn, e m s  plncns se 
1nv;iron 3 vcces catln 5 min con solucion de 
Iilv:itlo 1’13S-’r (8  g N:ICI; 0,2 g Kl-I~PO,; 2,9 g 
N ~ , I  I I W ,  o,? g ICCI y 0,02 i n ~ ,  l.weeri-’O pilrit 
I L tfc agcla). 

Unil vez terniinado e v e  periodo, a las ~ I L I C ~ I S  se 
les ngreg6 BSA (Bovin’e Serum AIbtrniin)nI 3% 
cii 1’13s por 2 11 iI 3G” C. Desputs de 1111 lnvado 
siiiiiI;ir n l  iltitcriol., sc iItIicioli6 inniunoglobuli- 
liils ( 1 : IO00 voltrllicii/volttl~i~i~ (v/v)) (dbtenidas 
en Siinofi, Vrnncia) especificns para ladetcccion 
de 10s virus intlicndos en el C i~adro  2 ,  incubln- 
dose 2 11 il 36” C. I’ostcriormente, s e  agregp un 
segundo antisuero producido en cabra, incubrin- 
dose a 36OC durante 2 11. Finnlmente, las placas 
se Iavaron y se .igreg6 sustrato (p-nitrofenil- 
fosfnto, Signia 104) adicioniindose it raztn de 1 
mg/mL de tlietanolamina, PI-I 9,6. La evaluacibn 
de las  reaccirries ELISA se realizaron en tln 

lector de placas GLISA (Biotek, motlelo 3 12e) 
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a 405 nm, rnicliendo In absorbencia cada 15,30 
y 60 in in .  Se  consider6 coni0 rnueslra positiva, 
sblo aquella que presentaba una absorbancia 
superio; ? dos veces el valor obtenido con 10s 
coritroles sanos. 

kIicroscopi:1 clcctrbnicn. Se coloco iiiia grilla 
tle innlla 300, sobre iiiin gota de extract0 de 
p lnnta  i1if2ct:idii durante 3 min. Una vezseca, In 
grilla se coloctj sobre iinn got:\ de coritrastnnte 
(molibdiiro de nmonio ;iI 2% o con K I T  (fosfo- 
tungstnto de potnsio) aI 2%), durante 3 a 5 inin. 
Posteriormente, se observd bajo el rnicroscopio 
rlrcti.onico iiiiirca Zeiss, modelo E M  300. 

: T i-:i i t  s rii is iii 11 i n  cc 6 11 i c:i n 11 os p e d c 1'0s 11 c rh 5- 
ccos.  h.luesirns de hojas de olivo con sintonias 
de h0j;is encol,vatlas se tritiiraron en rampon 
fosfhto 0,O I fvl mis 0,OO 1 YO de dirtilditiocarba- 
m;iro(DIEC:\). El estrnctose frotocon algodon 
sob1.e Iiojas de plnntns indicndoras (Ctiadro 3 ) .  
Los plni i rns se innntuvieron en condiciones de 
iiivern;idci-o (tciiiperariira rillre 18" C y 22" C)  
cliii-ante t i11  periodo de  30 dias ,  nl cab0 de 10s 
cuales, SC' u v n l u 6  Ii] presencin de sinrornns. 

1'i-iicb;i ilc 1;i rc;iccibo en cntleiin (le In poli- 
i ~ i c i ~ ~ i s ; ~  (liCIZ). La aislaciljn de Acid02 ntrclcicos 
sc rcalizci (11' :icii~rdo ;I l a  iiietotlologin d e  Kirk- 
piI t t i~k eftrl .  (1987). P;\w cllo, 0,s gilc tcjitlo sc 
ince~lx~rori c1iir:lrite I O  min en 6 mLde tiinipbn de 
inolientln ( I 2 5  nib1 fosf,?to de potiisio; 30 11lM 

Rcido icscorbico; I O %  de  sacarosa; 0,15% BSA; 
2 %  ~ ~ o l i v i i i i l p i r r o l i t l o i ~ e  (PVP); pl-l 7,6). Des- 
pu is  de lo incubacioii el tejido se niolio agre- 
gilllclo O I ~ O S  t; 111 Ltlc tiii11p6n. I31 Iioniogeneizado 
se centrifiigo n 4" C durante 4 n-rin a 3.000 rpm. 
SC tIc~cili.t6 el sobrC1i:ItIiillIc y sc cenh.ifilgo 
11°C tliii~anre 25 rnin ii 8.000 rpni. El pellet se 
resiispendio en I ,5 mL de tiinipon de extrnccibn 
CTAB (2% CTAB; 1,4 M NaCI; 0,2% 2-mer- 
captortanol; 20 mM EDTA; 100 m M  Iris-MCI; 
pl-l 8 , O )  a60"  C durante 30 min. Posteriormente 
sc ngrego igtial volumen de In mezcla clorofor- 
mo/nIcoliol(21: 1 v/v). Despuis de l a  centrifuga- 
cion, la fase nciiosa se  precipitb con 213 de volu- 
ineii de isopropiinol ii -20" C y se centriftrg6 a 

. 

; 

. ' 

I 1.000 rpni; 21 pellet se Iavo con etanol al70%, 
secando nl vacio y disolviendo el pellet en 100 
p L  de agiia estiril. Finalrnrnte, la preparxion 
de digirio con 50 pg/mL de Rnasa A durante 30 

, m i n a 3 7 " C .  

Para la  renliziici6n de Ins pruebas de PCR se 
selecciond tin par de oligonucleotidos universa- 
les para la deteccibn de fitoplasma (Lee e l  ( I / . ,  

199;) R I6F2 5'-ACC' ACT CCT AAG' ACT 
CC-3'y R16 I<? j ' - T C A C G G C C G G T C T G T  
ACA AAC CCC C i - 3 ' -  Para In arnplificacion de 
A D N  sc ngregilroli 5 pL de ADN extrnido a una 
niezcla d e  35 ILL de 0 , j  pbl de cada partidor, 
100 ph.1 ile I;\ 4 bases (dN-1'1's) Y I unidnd de Taq 
polirnernsn. Se ciibri6 con nceite mineral y se 
somerih n t i n  termociclndor (T'liermolyne, rno- 
de10 AMPLITRON II) stijeto a 3 5  ciclos: 1 n i i n  
de desnartrralizncion 3 94"C, 2 rnin n 50°C. 3 
min ;i 72°C de exutensi6n y un periodo de elon- 
gaciljii f ina l  de  72°C durante  I O  min. 

1'i.u cbi i  cl oc t ro I'o 1.6 ti c:i t l  o t l  o b I L' co  rri 11 :I. I-a 
eslrxcidii  de 10s iicidos niiqleicos se renlizo tri- 
' teyxndo C I I  t i n  iiioriero de  porcclnna 0,5 g de 

Iiojns c n  prescnciil (fc Iailip6il de extraccion 

mM; SIIS 2%). El  cxtrncto se niezc16 con 0,s 
nil, tlc clii~.olbriiio s;itiir:itlo coli fenol y nier- 
c;ipioet;iiiol U,O I nil ... I - U C ~ O ,  en tiibos eppentlorf 
se centrifiignron durante I S  min a 8.000 rprn. 
En seguida, se colecto el sobrenadante, sc adicio- 
naron 0,s mL de cloroforrno y se centrifugb du- 
rante 5 min. La fase acuosa se transf"ri6 a tin 

riibo contcriiendo 0, I vol de 3 M de  ircelato de 
sodio, pI - I  5,2.  Lit precipitacibn de 10s Bcidos 
nucleicos se realizb ngregando 2 vcl de etanol, 
segciiclo por incubacibti a -20" C durante I h .  

'C 

(Iris I.IC1 100 1Iih.l; NiiCI 100 niM; EDTA, I O  

; 
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Despuis de centrifugar durante 15 rnin a 8.000 
rpm, el pellet se seco a1 vacio y se resuspendio 
en 100 p1 de agua destilada estkril. Las muestras 
se corrieron en un gel conteniendo 5% polya- 
crylaniida (0,12% bisacrylamida; 0,12% de 
TEbVLED) en un  tarnp6n electroforktico (44,5 
rnh4 tris; 44,5 niM licido bbrico; 1,25 rnM de 
EDTA y 4 bf de urea) y 0,07% de persulfato de' 
nnioriio. LOS bolsillos del gel se llenaron con una 
inezcla de IO pL de rnuestrn, 10 pL de tarnp6n 
electroforttico dob lernente concentrado y trams 
de sileno-cianol. La primera corrida se reiiliz6 
en condiciortes nativns a 15-1 8" C en 44,5 nib1 
de raniphn electroforttico usando 500 V y alre- 
dedor de 30 niA. La corrida se detuvo cuando 
105 colorantes corrieron unos 5 cm, locual tom6 
1 11. Posteriorrnente, el gel cubierto con papel 
pllistico se sometid a 1111 biiiio de 60°C durante 
j m i n ,  que  corriclo nuevaniente con la polaridad 
invertitln, se dettrvo cuando los colorantes Ilega- 
ion :iI horde de 10s bolsillos de gel, lo cual tomb 
aproximadamente 1 h .  El gel se fijb durante 15 
n i i n  en 10% de etanol y I %  de licido acCtico. 
Luego, se sumergio I h en I O  mM de AgNO,, 
seguitlo de dos lnvndos de sgua durante I rnin. 
Fiiialmente, el gel se revelo en una mezcla de 
375 nib1 de NaOI-I y 2,3 mM de formnldehido. 
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RESULTADOS 

En el Cuadro 1 se presentan 10s resultados con 
las diferentes pruebas a las cuales fueron some-: 
tidas las muestras, Ins que indicaron que en la 
prueba de ARN de doble hebra y microscopio 
electr6nico no se encontraron orgonisrnos tipo- 
virus; esto sugiere que 10s virus no estarian in-  .. 
volucrados corno causa de 10s sintomas obser- -: 

vados en las plantns. Asimisrno, 10s resultados . 

con In prueba de I'CR utilizando pnrtidores unii'- 
versales para la deteoci+n de fltopliisma tanibitn . 

fileron negntivas, descartindose la presencia de 
estos orgnnismos corno itgentes causales. Sin 
embargo, en forma consistente, las pruebas de 
electroforisis de doble corrida para l a  detecc ih  
de viroides fueron positivas(Figura2)en mues- 
tras de olivos provenientes de Arica, Copiap6y 
Santiago con sintornas de hojas encorvadas. 
Estas reacciones fueron negativas con seis rnues- 
tras colectadas en la zona central con ausencin 
de sintoniatologia. Este resultado, y la ausencia 
de otros organisinos tipo virus y fitoplasrna, su- 
gieren que el posiblc agente causal de 10s sin- 
tonias que presentnn iiis plantns podria ser t i n  

vi ro icle. 

Aric:t Copinp6 . Santiago 

I' I' ii e b :I v i ro I6 g ic it 

RNA de dobie hebra virus 
E I ec I ro To res is do b I e cor r id a 

lwicrorcopia electrbnica virus 

Patdgerio :I t l c lcc tar  1 2  3 4 1 2 3 4 1 2 3 4 

- - - -  - - - -  - - _ -  
viroide + + - I - - +  + + + +  - - - -  

Rencci6ri en cndcria de la polimerssn (PCR) firoplasina - - _ _  - - - -  - _ - -  
- - - -  _ _ _ _  _ - - -  

'Cuatro I I I U ~ S I ~ L I S  distinras por localidnd. 
+: rracci6n positiva. 
- : rri~ccibn negaliva. 
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Figurn 2 .  Dilerellciacibn d e  viroidzs I1ascltlo2: s n  clcctro- 
forcsis dr doblc corrida. Bandss I ,  2. 3 y 4 
muesrrns de ol ivos  con sinromas de encorva- 
niicnlo de t iojas; banda 5 control S P I I O .  

Figure 2 .  Viro id  dcleciion by double r u n  elscrrophoresis. 
Band I, 2 ,  3 and 4 olive samples with sickle 
Ir;if symproins; band 5 hcnlthy control. 

L A  at isencia d e  virus detectnda en l as  plantas 
inl‘ect;rcl;is, ftie cotroboradn con l a  prueba ELISA 
(Cuadro 2 )  n lo iiieiios pari] 8 dil‘erentes virus. 
1’otl;rs I ~ s  pi.tieb:ts I.tieroi1 iicgativas par;\ 10s 
vir-iis CblV.  ArkIV,  CL.llV, SLIZSV, IllXsV. 
I’o[yvii.trs en gci ie i~al  y 10s nepoviriis TornllSV 

y GFLV. Asirnisrno, todas Ins trarismisiones 
mecanicas a hospederos diferenciales no rnos- 
traron transniision de agentes tipo. virosos 
(Cuadro 3). 

DISCUSION 

La aisrninucibn pnrcial de crecimientoen plantas 
de  olivo, mall‘ormacibn de hojas y diferentes 
grados de arnarillez, se reconoczn corn0 de po- 
sibleetiologia viral (Bnrba, 1993). Barba ( I  993) 
menciona n SLItV, CLKV, CMV,  Olive latent 
virus I y 2  conio presrntes eri oIivos, pero n nin-  
gtino de ellos se les h a  asociado a sintomas de- 
terininados. Particiilnrniente, el sintomade lioja 
encorvada o “sickle leat” fue descrito en Cali- 
fornia en 1958 (Thomas, 1958), y esttidiado 
posteriormenle por Waterworth y Monroe 
(1975). Estos iiliiniosdeterriiinaron qtieel sinto- 
rna es transniisible por injertacibn a plantas sa- 
nas. Esto dzscarta title esta malformacion se 
deba n factores nurricionales, fisiologicos ti 

otro orden. No obstante, dichos autores encon- 
traron que el iigente transmisible no es transmi- 
tido meciinicamen~e n tiosljederos herbkceos, y 
tnediante inicroscopin electrciriicn no encontra- 
r’on virus o I itopl;isnins involucratlos en Ins 
plantas afcctadas Los miriilos ;ittiores no inves- 
[ig;iron cl f x m i  virortlc coi i io posible carisante 
d e  10s sintoni;is oI~scrv ;~dos  C I I  I;ts pl;iiilas. 

par3 8 d i f e r c t i t c s  v i r u s  
\ 

IChl’v’: Cucomhrr mosaic virus; ArMV: Arabis mosaic virus: CLRV: Chrrry leaf roll virus;  SLRSV: Strawberry lalcnl 
ringspot virus; I111SV: Raspberry ringspot virus; TomRSV: Tomato ringspot virus; CI’LV: Grape fan leaf virus. 
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Cuadro 3. Renccidn de horpederos diferencialrs  a la infectaci6n con rnuestras de ol ivos afectados 
con ericorvaniicnto de hoj;ii 

Tiible 3. Reactioii  of herbaceous hosts to flie infection w i t h  o l ive  samples affected 
with s ickle  leaf syiiiptonis 

kl II es t r:i Nicotiana ~ V i r o r i m n  Nicoiiaiia Clr rtr op vrlirrrri CIr rtrop otiirr m Cottiplr r rn  [I 
N" tnborrittr clevrrluirrli tricl~gosiplirrtri qriioti(r ~ittiurrrnfirolor glublosa 

I 011 0 0113 011 7 014 0 0/2 5 015 ' 

2 0/10 01'1 3 011 7 0/4 0 Of25 015 
3 0110 011 3 0117 0/4 0 012 5 015 
4 O I I O  0113 0/11 014 0 0:2 5 015 - 

'PIaii[as con sinrornas./l'oiill planrns irioculadas. 

~_;i  presenre investigncicin corrobora 10s resulta- 
dos dc LVater\vortIi y Monroe (1975), en el sen- 
tido de  no encontriir elenientos de juicio para 
i1soci;ii. 10s sintoinas a virus o fitoplasmas. Me- 
dinnte In  pruebn ELISA se cubrio tin amplio 
rango de virus pertenecientes a 10s grupo nepo- 
vii.us, cucumbervirus y potyviriis. Con el fin de 
i i i i ip l ia r  m6s e l  rango de deteccion de posibles 
v i rus  in\~olucrados en 10s sintomas descritos se 
uiiliz6 In pruebn de A R N  de  doble hebra que 
ctibre la tletecci6n de la mayor parte de 10s virus 
coli i \RN coni0 iicido nucleico. Todas las 
prtiebas: restiltiiron iicgativas. Por O I ~ O  lildo, I;is 
tr~~tis~iiisioiies a liospederos Iirrbdcros que iiiclii- 
yciui i  11)s tipicos Iiospcilcros tlc virus pcrtcnz- 
cieiites i l l  grtipo cle nepovirus y que ;ilcaiiziiroii 
;I G especirs y ni6s de 441) inocul;iciones, en 
ningiina planra se obtuvieron resultados positi- 

\ 
c 

vos. Sin embargo, 10s resulrados presentados en 
e ~ t ~  t rabnjo y de ;ictrerdo ii Iiis electroforesis de 
tloble corrida, sugieren que el posible agente 
nsocindo n 10s sintomas de encorvnmiento de 
hojns en Gli\/o podria ser tin viroide. 

CONCLUSIONGS 

Lii iitisenci;t (le orgnnisinos tip0 virus, de iicuerdo 
a pruebn d e  A R N  de cloble hebra, ELISA y 
m i  cro sc o p i a e I ec t r o  n i  c ; ~  , a tis e nc i n  de o rgn n is - 
nios t i p  fitoplasina, considerando la reaccion 
1legiltiv;i ii I'CR C O ~  partidores uiiiversales y 10s 
i.r:strItados p o s i t i v o s  ;I Iils pruebas  d e  
clcctl-ofiwcsis dc tli)I)lc Iicbrii, siigicrcii t ~ r i i i  

asociaci6n de 10s silltoinas de C I ~ c o r v i ~ n l i ~ l i t ~  
foliar o "sickle I t i l f"  e11 olivo :I I I I I  orgiinisnio 
tipo viroide. \ 

\ 

11 E S U M IC N I 

tvIuestr;is tlc p1niit:is de olivo (Olecr ~ J I ~ O ~ O W  

lA. )  j ~ ~ ~ o v e ~ i i c i i ~ c s  tlc 1;i zoiiii iiortc y ccritral de 
Chile se sonietieron a una serie dc  pruebns a f i n  
de establecer la naturaleza del posible agente 
causal de la malforil!aci6n d e  hojas u liojas 
encorv:\das ("sickle Ie,if"). LilS plantas se  sonie- 
tieroii a la pruebn (le A R N  tle doble Iiebrn, ELI- 
SA, Iransniision a plantas hospederas herbiceas 
y rnicroscopia electrbnica para determinar la 
presencia de virus, electroforesis de doble corri- 

i ~ : i  l l i \ i ' i i  I;\ (tctcccibii dc: viroicies y PCR para 
iderilific;1r posiblcs f'itoplnsin;is. 'I'odas las prtie- 
bas tlemostraron la ausencia de  organisrnos t ip0 
virus y fitoplasmas. Solo se  lograrori resultados 
positivos con la prueba de electroforesis de do- 
ble corridii sugiriendo l a  presencia de viroides 
en las pliintas coil sintoinas de IioJas encorvadas. 

. .  

i, 

. .  
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Santiago, 16 de septiernbre de 1998 

Estirnado Hector : 

COJTIO conversarnos en mi reciente visita a Arica tengo un Proyecto FIA que debe producir u n  Manual de 
Control lntegrado de Plagas en Olivo. Dicho proyecto contempla un muestreo de plagas en olivos en la I 
Region para conocer sii fenologia e importancia. Como lo conversarnos dicho miiestreo podria realizarse 
por ustedes. 

Las actividades seriari las siguienles: 

Muestreo de las plagas del olivo en a lo menos 2 lugares de muestreo. Como 10s inseclos pueden estar 
en diferentes predios. 10s lugares de muestreo pueden adaplarse a su presencia. 

Para las plagas debe eslimarse el porcenlaje de parasitism0 y recuperar 10s parasilos La identificacion la 
pucden realizar ustedes o enviar las muestras a La Platina, y evenlualrnenle estas pueden enviarSe a1 
ext ra n j e 1.0. 

En la edici6n cle manual eslar3n poi. supuesto corno co-aulores 10s parlicipanles dcl Inslilulo. 

Ciralquier olra infor'milcicin impoflarite de verter en el Manual (conlrol, elc.) tarnhien es bienvenida 

Las actividades deben iniciarse ahora y hasta abril de 1999. Para tal efeclo les puedo cance lq  una  suma 
de $3.500.000 a payar en dos cuotas (de $1.750.000 cada una) cbntra envio de faclura. La primera cuota 
de inmedialo y la segunda en febrero de 1999. 

Por favor, faclura a nombre de : lnstilulo de lnvesligaciones Agropecuarias, Santa Rosa 11610, La 
Pintana, RUT 61.312.000-9. Por concept0 de €studio de Plagas en Olivo en la I Hegion, Proyecto 
FIA Olivos. Enviala a mi nombre para yo trarnitarla. 

Atentanienle. 
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UNIVERSIDAD DE TARAI'ACA - FACULTAD DE ACItONOMIA 
PROCRAMA DE RECURSOS AMBIENTALES 

Dr. 
ElWESTO PR4DO C .  
Instituto de Investigaciones Agropecuarias INTA 
Fai: (2) 54 17667 
Santa Rosa I 16 10 
La Platina 
SANTIAGO 

PRA-FAGRON No 037/00. 

Arica,julio 14 de 2000 

Estirnado Dr. Prado: 

Respecto a si1 comunicacih de fecha 13 de Julio del presente aiio, 
piiedo inforniar a Ud. que, efectivamente, las tareas entornologicas encargadas a travks de 
SLI Proyecto FLA se efectuaron bajo la rnodalidad de Prestacion de Servicios; el acto 
adrninistrativo interno y SLI respectivo proyecto heron oticializados nietliante Resolucibn 
Exenta VRA. No 00.292/98, el 10 de dicienibre de 1998. 

El estudio entomolbgico consider6 las siguientes acfividades: 

1.1. Sector Bajo: b. 1.5, Campo Verde. Predio Sr. Fernando Osorio B. 
1.2. Sector Medio: hi. 13, Las Riveras, Predio Sr. Dbmingo Baliiarte V. 
1.3. Sector Medio-Alto: Krn. 23, Cerro Blanco, Predio Sr. Victor Caqueo. 

', 

2. 
3. 
4 .  
5. 

Observaciories clc Iabornlorio y estirnaci6n del parasilisino. 
Recuperncion de partisilos e idcntificacion. 
Envio de muestrns e informes de avance. 
Escribir e iliistmr lo referente a plagas del olivo en la I Region, corno co-autores del 
Manual de Manejo Integrado del Olivo. 

CAhll'US AZAI'A 1"ONO: 56-58 205520 - 205506 Fax: 56-58 220035, CASILLA 6 - 0  ARICMCIIILE 



Las tareas sucintamente descritas fueron cumplidas mediante la 
modalidad de Prestacion de Servicios y Asistencia Tecnica, para lo c u d  la Universidad 
recibio la suma de $3.500.000.- (tres millones quinientos mil pesos). Se prefirio este 
niodiis operandi para evitar el largo proceso que involucra para la Uniyersidad .la 
tramitacion, aprobacibn y firma de un Convenio inter-institucional. 

I-NC/ycj. 

c.c.: Sr. Decnno FAGRON. 
Propx'nmn Recursos Ambientales. 
Proyecto Estudio Plagas Olivo. 
Archivo. 
Copia Res. Ex. VRA No 00.292.98. 
Croquis sectores muestreo. 

Ad].: 

I 



. .. 
PROYECTO DE PRESTACION DE SERVICIOS 

U s 0  I n t e r n o  p i 1  
A .  A N T E C E D E N T E S  C E N E R A L G S  DEL. F"?OJ'ECTO. 

. _  NOMBRE DEL PROYECTO : m c r l i o  dc .*a& olivo en l a  I R w m .  

Proyect  o FIA 01 ivos.  
I 

.. . 2 .  mPo DE PROYECTO (Seleccione con u n a  X un  tipo de a c t i v i d a d )  

0 oc"""L I N V E S T I G A C I O N  Y 
DESARROLLO ' 4 

" . 3 .  U S U A R I O  DEL PROYECTO 
- 

. 



UNIVERSIDAD DE TARAPACA 
A RICA-CHILE 

OFICIALIZA PROYECTO DE PRESTACION DE SERVICIOS 
Y ASISTENCIA TECNICA: "ESTUDIO DE PLAGAS DEL 
OLlVO EN LA I REGION PROYECTO FlA OLIVOS." 

RESOLUCION EXENTA VRA. N"O.0.292/98.- 

Arica. 10 de dicienibre de 1990.- 

Con esta fecha la Vicerrecloria Academica de la Universidad de Tarapaca. .. 
ha expedido la siguiente Resolucion: 

VISTOS: 

Lb dispueslo en el D.F.L. N0150, de 1 1  de dicienibre de 1981, del 
Ministerio de Educacion PLjblica; Decreto Exenlo N000.220/95, de 10 de marzo de 1995; 
Decreto Exento N"OO.634/95 de 10 de mayo de 1995; 10s anlecedenles adjuntos; 
Decreto Exento N000.669/98 de 20 de julio de 1998; Decrelo Exento N000.670/98 de 
20 de julio de 1998 y las facultades que me confiere el Decrelo Exento No00.1773/97 
de 13 de novieinbre de 1997. 

RESUELVO: 

Oficiali'zase proyecto de preslacion de servicios y asistencia 
1ecnica:"ESTUDlO DE PLAGAS DEL OLlVO EN LA I REGION PROYECTO FlA 
OLIVOS", que consta de cinco hojas rubricadas por la Secretaria de la Universidad. 

Unidad Ejeculora : INSTI TU TO DE AGRONOA4IA 

fecha de Ejecucion: 0 1/11/98 A L 30/04/99 

Jefe del Proyecto : SR. HECTOR VARGAS CARRENO 

Plazo del Proyeclo : 7200 IIRS. 

". Reqistrese. comiiniquese y nrcliivese. 

MANUELA PI TO CRSTILLO 

CDM/MPC/iar. - 
Secretaria de Y y Universida? 

Por 

c 

orden del 

- 

Viccrrector A ca demico i 
I 


