Tebricos

Dia 1

9:00- 10:00 Presentacién del curso y de los estudiantes.

10:00-12:00 Las enfermedades de las plantas, su importancia y control. Definiciones de
enfermedad. Ciclo de la enfermedad. Patogénesis. Desarrollo de la enfermedad en los cultivos.
Enfermedades monociclicas y policiclicas. Control de enfermedades de plantas. Tipos de
Control y diferentes estrategias. Evolucién del concepto de Control. Desde las aplicaciones
indiscriminadas de fungicidas a la Produccién Integrada

Dia 2

09:00-11:00 Problemética del Control Quimico. Necesidad de metodologias alternativas y
complementarias al uso de fungicidas.

11:00-12:00 Control biolégico. Principales definiciones y conceptos.

Dia 3

9:00-11:00 Agentes microbianos de control biolégico (ACB): Hongos, bacterias y virus Control
biolégico mediante el uso de sustancias de origen natural. Caracteristicas ideales de un agente
microbiano de biocontrol.

11.00-12.00 La bio-promocion del crecimiento vegetal como forma de enfrentar a los patégenos
de plantas. Microorganismos promotores del crecimiento vegetal. Ejemplos y aplicaciones.

Dia 4

09:00-10:00 Aislamiento y seleccién de agentes de control bioldgico. Estrategias y técnicas
utilizadas.

Aislamiento de antagonistas. Aislamiento de suelo. Aislamientos de rizosfera y rizoplano.
Aislamiento de flora epifitica y endofitica. Seleccion de los antagonistas. Seleccion in vitro, in
vivo y combinada.

10:00-11:00 Estadistica aplicada al control biolégico. Disefio estadistico de los experimentos.
Andlisis de incidencia y severidad

11:00-13:00 Mecanismos de accién de los agentes de control biolégico. Mecanismos directos e
indirectos. Amensalismo, reduccion de la virulencia del patégeno, parasitismo, competencia,
induccidn de resistencia. Ejemplos

Dia 5

09:00-11:00 La resistencia inducida en las plantas. Induccién de resistencia por agentes de
biocontrol

11:00-12:00 Identificacion y caracterizacion de los ACB. Importancia de la correcta
identificacion y caracterizacién de los ACB. Técnicas de identificacién y caracterizacion de
microorganismos aislados.

12:00-13:00 Identificacién molecular de levaduras biocontroladoras

Dia 6
09:00-11:00 Métodos para potenciar la accion de los ACB.
11:00-13:00 Produccion de ACB

Dia 7

9:00-11:00 Formulacion de productos de biocontrol
11.00-12:00 Aplicacién de agentes de biocontrol
12.00-13.00 Control biolégico postcosecha

Dia 8
9:00-11:00 Controles necesarios en formulaciones para biocontrol
11:00-13:00 Uso de bacteriéfagos como agentes de biocontrol

Dia9
9:00-11:00 Experiencias exitosas de desarrollo de metodologias de CB en Latinoamerica



Dia 10
9:00-12:00 Registro de agentes de biocontrol: Experiencias en Uruguay, Argentina y Brasil MS
WB

17:30-18:30 Evaluacion y cierre del curso
Practico

Los estudiantes se dividiran en 5 grupos. Durante el desarrollo del curso cada grupo aplicara
diferentes técnicas para el desarrollo de métodos de control biolégico para un patosistema
especifico. Cada grupo estara dirigido por un docente que los guiara en el trabajo. El primer dia
se entregara a cada grupo de alumnos una situacion problema diferente (una enfermedad que
afecta determinado cultivo). Durante el curso cada grupo buscard y seleccionara posibles
antagonistas, determinara los mecanismos por los que ejerce su accion, identificara y realizara
ensayos preliminares de biocontrol. Se entregara material de lectura que incluira descripcion
del patdgeno a controlar y ciclo de la enfermedad causada por dicho patégeno. Cada grupo
trabajard sobre una situacion problema particular pero todos los grupos manejaran todas las
técnicas descritas en el curso practico. Cada clase practica contara con una introduccién
explicativa al comienzo de la misma y los estudiantes contardn con protocolos a seguir para
cada actividad. El dltimo dia cada grupo expondra la situacion problema, el encare y la
resolucion de la misma, asi como las perspectivas de cada trabajo. El programa préctico
cuenta ademas con algunas clases cuyas actividades no estan relacionadas a la resolucién de
la situacién problema. Se trata de actividades grupales que seran discutidas en conjunto.

Se plantearan 5 situaciones problema:

Situacion Problema 1.- Control biologico del tumbado de la lechuga ocasionado por Sclerotinia
sclerotiorum.

Situacion Problema 2.- Control biologico de la podredumbre azul del manzano ocasionada por
Penicillium expansum.

Situacion Problema 3.- Control biolégico del marchitamiento vascular del tomate ocasionado
por Fusarium oxysporum f.sp. lycopersici.

Situacion Problema 4.- Control Biolégico de la fusariosis de espiga en trigo ocasionada por
Fusarium graminearum.

Situacion Problema 5.- Control Biolégico del cancro bacteriano del tomate causado por
Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis

Dial
a) Entrega de las situaciones problema y discusion del trabajo a realizar

b) Aislamiento de la flora epifitica y endofitica del vegetal a proteger en busca de potenciales
Agentes de Control Biologico. Aislamiento selectivo y no selectivo, aislamiento diferencial.

Dia 2
a) Caracterizacion macro y microscoépica, de aislamientos obtenidos. Reaislamiento en medio
no selectivo.

b) Preparacion de extractos de plantas y propoéleos para ensayos de actividad antimicrobiana

Dia 3
a) Ensayos de seleccion de antagonistas. Seleccion in vitro y sobre material vegetal.



b) Ensayos de Actividad antimicrobiana. Presentacién de técnicas para detectar actividad
antimicrobiana de sustancias naturales in vitro: ensayos de difusién, ensayos de dilucién
(concentracion inhibitoria minima y CE50) Se estudiara actividad antimicrobiana contra los
patégenos de cada problema. Se utilizaran diferentes prop6leos y extractos de plantas

Dia 4

a) Ensayos para busqueda de bacteri6fagos a partir de diferentes muestras para control de
bacterias fitopatdgenas. Cada grupo recibira una bacteria y una muestra para realizar el
ensayo.

b) Busqueda de micovirus en diferentes cepas del hongo fitopatégeno Botrytis cinerea. Cada
grupo recibira una cepa para realizar el ensayo.

Dia 5
a) Lectura de ensayos de actividad antimicrobiana sembrados en la tercer clase

b) Andlisis de los resultados de los ensayos de seleccion realizados en la tercer clase.
Seleccion de potenciales biocontroladores. Pruebas de Identificacién fenotipica de los
microorganismos seleccionados

¢) Lectura del ensayo de busqueda de bacteriéfagos

Dia 6
a) Lectura de pruebas de identificacion sembradas la clase anterior y realizacion de pruebas
complementarias de identificacion.

b) Caracterizacion de antagonistas seleccionados y determinacién de mecanismos de
biocontrol. Ensayos para detectar produccién de antimicrobianos solubles y volatiles (cultivos
duales), produccién de enzimas (quitinasas, glucanasas), produccion de sideréforos,
produccién de biofilms, produccion de HCN, produccién de hormonas vegetales..

Dia 7
a) Lectura de ensayos complementarios de identificacion

b) Métodos de identificaciébn molecular. Discusion de pasos a seguir. Extraccion de ADN y
amplificacion de la regién génica seleccionada para identificacién dependiendo del
microorganismo seleccionado. (No se realizard secuenciacién)

Dia 8

a) Identificacion de levaduras mediante ensayos estandares de RFLP (con 3 enzimas de
restricciéon) de la regidon ITS1-ITS2 utilizando la base de datos Yeast ID. (S6lo en el caso de
levaduras se realizara este ensayo para corroborar identificacion ya que la mencionada base
de datos permite identificar mediante patrones de RFLP de la regiéon amplificada). Si los grupos
no han seleccionado levaduras se realizara el ensayo con aislamientos de otro grupo o
proporcionados por los docentes

b) Ensayos de control microbiolégico de un formulado comercial para biocontrol

Dia 9
a) Lectura de pruebas de caracterizacion de antagonistas.

b) Lectura del patrén de RFLP obtenido la clase anterior. Busqueda en la base de datos e
identificacion de las levaduras analizadas.

¢) Discusion la metodologia utilizada y de los resultados obtenidos. Planteamiento de
perspectivas. Redaccion del informe y preparacion de la presentacion con los resultados de los
trabajos practicos.



Dia 10
Presentacion de trabajos por parte de los estudiantes. Evaluacién y cierre del curso



