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l. ANTECEDENTES GENERALES 
Código: FIA- PI- C- 2003-2- A- 052 

Nombre del Proyecto NUEVl\S CEPAS NATIVAS DE 8;\CILLUS THURINGI~NSIS, PARA EL 

EFECTIVO CONTROL DE TRES FA!vliLIAS DE LEPIDOPTERA, DE IMPORTANCIA AGRICOLA EN LA 

VIl REGIÓN 

Reyión: VIl 

Agente E¡ecutor y Asociados: Bto lnsumos Nativa Ltda . 

Coordinador del Proyecto: Gustavo Lobos Prats . 

Costo Total: $56.759.750 
Aporte del FIA: $35.169.350 
Porcentaje del costo total: 62 % 

Período de Ejecución: Diciembre 2003 a Febrero 2007 
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4 Metodoloyia del Proyecto: 

-n 4 ~;:~tapas. a: que s n 

un tema de proau~e: -n y transforA 1a 

1 - 81oensay dt: Laboraton De:te mmac n de tr~s epas e n r1ayor efe,to nsecbcldé1 po 
espec e. para 1 r..;Or troJ (le Tufa absoluta. Agrot1s ~PP y P1ens I.Jt&ss1cae esta ultima fue carnb1ada por 
PluleHa x~·!ostefla 

a. Crianzas de insectos . 

Dado q este Proyect p antea una v1mera etapa, on ensayos controlados de laboratono 
end ¡:,ntes a evaluar la acbVJd:Jd toXJca de las prot8mas Cry d~> Baclflus tharmg ens1s sobre tres tipo~ de 

1nse t s. fu"' necesa a la rab1. tac1on de un espa par la enanza m Sita de e~tos organismos 
f1tófagos De esta forma 51:" contara con el numero ad uado de orga mos para los biO"'nsayos 

hora" de o 

E empla es de la po a d- toPiat-o> (Tiita abso ata poi a do repol o (Piut ~o xyloste la) y gc.Jsano 
rt d r (Agrot1s p . tu r n colectadas desde pla ones Mer a es de 1 Reg on. y t~as adadas a 

laborator o para su 1anza y mt..tt:p 1cac1on En esta o larval o adutto. los lnse~.;tos fueron dispuestos 
sobr us re p ctlva pla'1tas hosoederas, en Jlmtenor do la e mara dl'l enanza 

El cont1!1uo recambl•; dt'l ~ustrato ·,regetal. ha p rm1!1do mantener en t1empo la enanza de estos 
1nsectos 

b. Crianza de plantas como sustrato alimenticio para insectos . 

A m de cont r ron el maten al vegetal adPCJado. ero formd Pxped ta y 1 bre de pestlc das. que será 
ut 1 zado com s;.¡"tr t ailm~:::nt c1o para os 1nse tos plaga, s u vo plantdS de tomate y repol 3 des ele 
amé gos a p antas a utas. bap conde ones contro adas de t mp&'"atu y fotope fodo Pa-a e cu!tlvo 
de as p ntas hospederas. s crearon per odos de culbvos que van desde los 5 a 20 dfas 

e Mantención Ceparios del Bacllfus thur.m t:: ss (Bt) . 

El 25 de f br ro e 2004. se rec b eron las 10 C""Pa~ del Bt (LM-1 a LM-10) aportadas por ""' S81"lor 
LlHS M za Basso para sen ayos de .,ste p cyecto ada una de e a . es manternda ':'n e !dbordono 
de B o nsumos Nativa. en forma de colon1as rec endo sobre med1o Luna Bertan1 (LB 1 a 4 "C as que 
son s b u tJvadas mensualmente Dado el riesgo de pe der alguna C':'pa, o los p!asm1dos codiftci::lnte~ de 
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e rea z re pa d de e tos, en a forma de 
ultimo es manten1do e 80 oc ~n la 

d. ult1vo del Bt para la obtención de Toxinas Cry. ; o-- ,ti 
7 

fn e t tiVldad. s~ C'nsayo las condl ~ ones de cu t1vo d 1 Bt Y. ~stab ec1»ron os proced1m entos 
qu perm1t~>n obte er cncta es paraesporales Para este 1 gro, ~e ~~cesana la habi 1tac ón de un 
e pac1o ffs1 o. que pE>rmlt.:o mantener una tAm Pratura amb1ental ad~>cuada para d buen desarrollo del 
bae; 1 'la t lograr a auto 1=.1s celular Los pro Pd1m1entos de punt1cac1ón de esporas y proteínas Cry 
poslt;n •1 es han cor'1plet=wo esta actiVIdad 

Para ~;~valu n el rango de eficac!B 1nsect1C1da dA ca•ia una de los cepas. SP rAal1zara un ensayo 
prehrnlnd E~tt:t con 1st1ra pnmero en anarrzar el efedo d~> ck··" dos1s 11m1tes (una alta ~~ una baJa). de 
rnan ... ru de debcte~r el p1so y techo de las con~entrcJ 1ones a evaluar 
En una ~e unda et pa. se evaluara la dOSIS letal 50 (LD50) Se Anal! a0f1 5 d •SIS por cepa 'dentro de 
lo r ngo~ e a uad anter rmer¡te) con 1 O larvas por tra a 1ento (repet1c1one ) Utl ¡zando una balar;za 
a1a tlca pa a la pr parac1ón exacta de las dos1s. una cant dad adecuada de extracto Bt se resuspende a 
en 25 mi de ag¡_¡a destilada esten. ajustada a pH O f5. mezc!9nd mecémcamente a 3JO e, hasta 
lo d m gene1z ón tota (Thomas vE a 1983) 

as de n1ba smo r~p rtad !:. en a gunas larva n~>onatas. se ut1 :zÓ a metodo og1a 
nsayos n hoJas bloa:o~ays leaf Esta ons te en la utJ za 1ón d.:> d1scos de n- as 

rresp n ent~;~s a los hospPd'='ro:: A cada msecto como su trato mer~ o o seos oe h-as 
y d~ e huga de - crn s r11eron d~ mento a arvas d a po a de la col y gusanos 
r specbvarnente Para lapo: lla de t m te se uti zo un f olo como sustrato El re do vegdal 
e ser f nolog camt:nte un forrre y 1 bre de Ué:.l q r pla da Estos fue on colocados en e 
a pla Petn (6 cm de d1arretro) 

Ca a d1s o (o tollo! ) fue lavado en una so uc1on de Tween 20 al 0,3%. luego avado en agua dest 3da 
(tr ., ve ) y St;;i do en papel absorbente E mat.=.nal veg tal a 1 Lr atado. fJe suMergtdo y ag taé 
suavvm 1t por 2 • mnos, ~=~n una suspensión de extra~;to Bt. de araclAflstlf.;as y concentracíones 
•iet r mmada Una vez seco. sobre una superficie no absorbente. d maten al v~gt'lal fue transfendo el 

1ntenor de una plact~ pétn. sobre papel prt>VIamente hurnedec cjo con tlQUa destilada >->stént En tomO:Jte, 
se e veo un algod n hurnedec1do en el extremo ap1cal del fol olo para controlar su h1drotac1on Una larva 
nAon 1ta fue dep•JSit da sobrA el d1sco ve~¡etal y constlhJyo la un1dad expenmental { Jonson et a , 1991) 

e~>'.:. tuar n controles ut1hzando arvas test gos depositadas sobre teJ do vegdal humectadas solamente 
con el vehf 110 de la soluc1ón prote1ca. agua desWada estén! a Jstada e pH 10,5 

biC"lta es dP os ensayos fu.:.ron de :::.so C. n un fotopenod de 16 ti de uz oor 8 h 

s.::. a uo e da 24 oras, s ando la dura 1 n d cada b o ns yo d"' 144 hrs Lo 
e morta dad se ado?cuar9n a la formu a de Abbot (Abb t 1925) y los va ores _o==-o (Dos s 
btP.nd én por anal s1s Probit (Moerma!"ls y He e, 1995) utit za do para el o un programa 
1 

ada spec1e de mse to. se e eg1~a la- tres cepas con menor LOSO Estas cepas serán utl' ::::adas 
stu 10s de :"lpatib dad con pestlctdas -::=........-
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El d1seno expenmental sera completamente al azar con arreglo facto~lal de 10X 5 donde los factores son 
cepas y dos1s respectivamente Cada tratamiento tendra 10 repet1c1ones Los resultados fueron 
sometidos a un .N-JDESA y sí existieren diferenc1as s1gn1fícativas. al test de separación de med1as de 
Tukey HSD (P>O 05) 

No se utilizaron d1etas. por las Siguientes razones, pnmero el costos de estas. la dificultad de maneJO ~~ 
pnnc1palmente por al hecho que estas dietas requieren fung c1das '1 bactenc1das. para su elaborac ón, lo 
que podna estar alterando el efecto del Bt Ademas se cuenta con expenenc1a en la enanza de estas 
pagas sobre sustrato natural. lo que es bastante facrl ya que lechuga se encuentra durante todo el año 

1 1 Ensayo de Compatibilidad con pt::shcldas 

El príncrpal obJetiVO d8 estE- ensayo, es analizar la compatio111dad de las tres cepas de 8. thunng1ens1s 
por plaga (que mostraron mayor actiVidad rnsect1c1da) frente (j los pnncrpales funguic1das y bactenc1das 
usados en las hortalizas. Estos productos por su composrc1ón quim ca. podnan eventualmente causar 
alguna incompatibilidad. o anular su efecto msect1c1da de 8t Para este propósito se utilizara algunos de 
os fungu1c1das más usados por os agncultores captan, benomil y maf"lcozeb, además de algun 

bactenc1da como OA.1Cioruro de cobre 

Cada ensayo se real1zará con arvas sotxe d seos de hoJas o folío!os Las dos1s a utilizar correspon~ 
a las LD50 determmadas para las cepas Bt e~studio, y en el caso de pestrc1das, se usaran las dos1s 

{ comerciales Las dos1s de ambos productos (Bt y Pesticidas¡ serán mezclados para luego realizar las 
í .. /aplicaciones por aspersrón sobre los discos o follolos Cada ensayo contemplará ·to un1dades 
r.y/ 

1 
\. expenmenta:es 

'7 "' ?V-<A~? 
0 Los controles corresponderán a hojas sumergrdas en agua destilada estén! ajustada a pH 10,5 las 

condiCiones de los ensay·os seran de 25° C, con un fotoperíodo de 16 h de luz por 8 h de oscundad 

1 2 Ensayo d€' efectos sobre enem1gos naturales 

Para realizar este ensayo se aplicaran la rneJor dosis y cepas seleccionadas de cada una de las plagas 
Los rnsectos a evaluar serán Apis melifera e H1podamia sp, representando los ordenes a los que 
pt>rtenecen la mayona de los controladores b1ológrcos. Se realizaran dos ensayos uno por contacto, 
don.je los insectos seran asperJados con la dos1s y cepas seleccionadas antP.normente y luego puestos 
erJ un hábitat adecuado. srn presei"'Cia de las cepas, donde S8 evaluara su sobreVlvencta. El segundo 
ensayo cons1stirá en realzar aphcac1ones de las cepas sobre el habrtat, con las fuentes de al1meli.to 
presentes, solución estéril azucarada para abe¡as y pulgones para cl-lrnrtas, donde se medirá el efecto 
por 1ngest1on Lo 1nsectos una vez rnue1ios serán St>mbrados en placas petn <,;On agar nutriente, para 
determinar la presencra de las cepas de Bt 

El d1seno expenmental sera completamente al azar. s1endo cada tratamiento las cepas a la dos1s 
seleGclonada y con 10 repeticiones. por rnsecto Los resultados seran sometidos a un ANDESA y sr 
exrst1eren d1ferenc1as SIQnlflcatlvas. al test de separac on de med1as de Tu¡.;ey HSD (P>0.05) 

Los tratarmentos serán aphcac1ón de cada una de las cepas .je Bacrllus seleccionadas y un testigo srn 
aphca:;1ón Consrderandose 3 repeticiones oe 10 msectos por tratam1ento 
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(PCA) y se harán coloraciones con azul de Comassie para observar las células con el cristal 
bioinsecticida. Cada tratamiento se hará por triplicado, utilizándose un diseño completamente al 
azar . 

4.2. Ensayo de temperatura y pH . 

Para medir el efecto del pH y la temperatura se harán las siguientes combinaciones: 
-.pH 6.5 a 25, JO y 35°C . 
- .pH 7.0 a 25, 30 y 35°C 
-.pH 7.5 a 25, ~o '1 ~5"C, 

Se considera pH 7 y 25c e como condiciones control . 
Para esto se utilizaran los bio reactores. cada uno de los cuales serán llenado con 500 mi del 
medio de cultivo, seleccionado del ensayo 1 e inoculado con 50 ml del inoculo estandar a una 
concentracion de 1 OS esporas/mi Durante el proceso de fermentación se realizaran S muestreos 
a fas O, 4. 8. 12. 16. 24 y 48 horas ex1rayéndose 2ml de los medios fermentativos para 
evaluaciones de pH y recuento de celulas viables. los recuentos del microbio se harán por 
duplicado por e\ método de placa vertida en medio P\ate Count Agar tPCA) 'J se harán 
coloraciones con azul de Comassíe para observar las celulas con el cristal bíoinsectícida. Cada 
tratamiento se hará por triplicado, utilizando un diseño faetona! de JxJ . 

4.3. Ensayo de oxigenación . 

Utilizando la combinación de los factores antes estudiados, se evaluaran 3 sistemas de 
oxigenación . 
- . Sin adición de aire ni agitac!on (control) 
- . Adicion de H202 (10 mgiJ) cada 3, 6. 12 y 24 hrs . 
-.Adición de aire esterilizado a 0,5. 1. 1.5 y 2 vol de aire/vol de medio/m/n 

En combinación con dos patrones de agitación de 200 y 800 rpm . 

El aire se esterilizara. al hacerlo pasar por una suspens1on de NaCI al 30% 
Para ~s\o s~ u\i\\zaran \os bio reactores, cada uno de los cuales seran \\&nado con 500 m\ de\ 
medio de cultivo. se~ccíonado del ensayo 1 e inoculado con 50 mi del ínocuro estandar a una 
concentración de 10@esporas/ml Durante el proceso de fermentación se realizaran 8 muestreos 
a las O. 4. 8, 12. 16, 24 y 48 horas extrayéndose 2ml de los medios fermentativos para 
evaluaciones de pH y recuento de células viables. Los recuentos del microbio se haran por 
duplicado por el método de placa vertida en medio Plate Count Agar (PCA) )' se harán 
coloraciones con azul de Comassie para observar las células con el cristal bio-insecUcida . 
Ademas s~ determinara la cantidad de antiespumante necesario para cada ve\ocidad de 
agnación. Cada tratamiento se hará por triplicado. utilizando un diseño facforiaf de 2x4x2 . 

4 .4. Optimización producción . 

Una vez determinado el mejor conjunto de parámetros de producción. se iniciara un proceso de 
optimización. de la producción, a través de la disminución controlada de aporte de nutrientes y 
energía, al sistema productivo buscando al final del proyecto poder generar una cantidad de Bt. 
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a tlva Como una forma de ev1ta:- la contam na(;lón de las muestres, todas la operac1ones de rep1que e 
m culac1ón so rea zaran en cámara ae flu lamrna .. 

Para rea zar los estud1o d"" laboratono. lcls cepas serán culbvadas en matraGes erlenmaye~. t:n med10 
ae cultivo eche p-.. ptonrzada. en ag tac1on .:>n ag1tador orb tal El crec1mtento de las cepas se rea zar a 
con ag1tac1ón contmua. a 2!1° C. esto p.:>rm¡tfra tener un mocJio .:.standar para I'J realización de los 
er sayos Todos los trabaJOS de moculac1on se rAalizaran baJO camara de flujo larnmar 

l a or du ón dA bactAn s. S\:: rt>al zara en btorreactor s de bpo ' a r 1 ft" de asa n:erna Pe a la 
e ns J 16n de os b rr a tores. se emp earán bot.::- as de suero de 1L, las cu<:~les serán cortadas por 
su part"" supenor ra a una a Jra desde 14 cm as ·apas se fabncaran de un mat:.r¡al m cr0poroso. on 
u dtámdro de 10 'll. y tAndrán oríft~;IOS para los atsposltvos de sahda dE- C02. torna temperatura e 
1t1greso d8 a1re UnA aSfllnterna. hschéi d.=! un tutJo d.:> v1dno con un c1arnetro ,j .. > 3.0 cm y con una altura 
de 5.5 ~.;m. se encontraré en la parte CAntral clPI btorreactor e1dr1endo con Sllicona a las paredes a través 
de soportes Para el msuflado de aire se mplearan bombas de a•rAectón para peceras Est"" 1re se 
d stnbUir a en el b xreactor por med10 de una p edra d spersadora, preVIo paso por unas bote as de 
VId o. conten endo una so uc1on saturada de Na 1 al 20 o para ASten 1zar el a re (Mendoza, 1995), 
mod f1cán 5t: el 'lgreso de la atreacrón por m .... d o ds un tubo desd.=. la parte supenor hasta a parte 
mfe 10r deiL1fOrre3ctor 

Los b1orreactores Vi:lCfo::; c:~;;ran estenhzados usando luz UV A 30 cm durantA 15 mmutos, prl'lVIO 
trate1ffi1""nto r ... on h1poclonto d~ sodio a' 20% por 5 rn nutos 

Pa a m 1ar e e J 110 se p oduc1ra t.:n prem culo bacte~tafiO a part r dP ce pano preeXIstente Para el o 
se •omaré una pe uefla e bdad GP bactA a . d~:~sde las p a as petri. v se crecer n en 20 rnl de le he 
pA t n1zada durante 24 h r<.lS a 20 OC con ag tactón constante Este prAtnóculo será vertido sobre 480 
rn de lec e pepton zada e r hmrdo en el b rrector 

4 1 Ensayo ce med o de ulttvo 

Se e aluaran para cada na dP las cepas selecc onadas as stgu1entes mezclas de nutnent s. pa a 
de rmnar el meJOr mediO de cultivo dP Bt 

- Caldo nutriente . 
-Medio Lb . 
-Medio CIB. 
-Medio PMB 
-Jugo de tomate KH2P04+ K2HP04+(NH4)2S04+ CaCI2 7H20+ MnS04 
-Jugo de tomate +aceite de pescado . 
- Jugo de tomate + aceite de pescado + KH2P04+ K2HP04+(NH4)2S04+ CaC12 7H20+ 
MnS04 

Se considera al Agar nutriente, como tratamiento control. 
Cada uno de estos medios de cultivo seran colocado en matrazes erlenmeyer de 500 m/. en un 
volumen de 250 mi/ matraz siendo sembrados. con 25 ml del 'noculo estandar suspensión de 
es!)oras de Bt. a una concentración 10S esporas/m\, esto realizado encamara de f\u}o laminar. 
Manteniéndose los cultivos en agitación. a una temperatura de 25° C. Durante el proceso de 
fermentación se realizaran 8 muestreos a las O, 4, 8, 12. 16. 24 y 48 horas extrayéndose 2ml de 
\os medios fermentativos para evaluaciones de pH y recuento de células viables. Los recuentos 
del mfcroblo se haran por duplicado por el método de placa vertida en medio Pfate Count Agar 
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2- Bioensayo de Terreno Determmación en cond1c1ones de campo, de la capacidad 1nsecbctda de las 3 
cepas de Bac1llus thunngiensis evaluadas por espec1e. para el control de Tuta absoluta. Agrot1s s~p y 
P1eris brassicae 

Esta etapa contempla la eva uac1ón de campo de las 3 mejores cepas obtenidas a partir de los 
b1oensayos de laboratono para cada espec1e a controlar . 

Para el estudio de ensayos de campo. se sei8CCionará sectores con altos 1ndices de ataque de este 
grupo de 1nsectos. Los sectores más adecuados corresponden a la zona de San Clemente, reconocida 
productora de hortalizas. y la zona de Colm. que esta entre los mayores productores de tomate bajo 
plástico u otra que muestre altos índices de ataque de las plagas en cuestión Los agncultores a 
seleccionar, serán habituales productores de los cultivos en estudio. ubicados en la séptima reg1ón. en 
zonas con htstonal de problemas de las plagas. serán convencionales y si eXIstiera la posibilidad en el 
momento. se realizara otra umdad con un productor orgámco 

Para realiZar los tratamientos se considerara el estado fenológico de los cultivos y los insectos El 
tratamiento contra gusanos cortadores como la manposa blanca de la col comenzará JUnto con la 
ernergenc1a de las plantas (lechuga y repollo respectivamente) Para tomate, los estados a considerar 
seran florac1ón y formactón de frutos . 

Los ensayos de campo seran realizados en cámaras Individuales de alimentación Estas consisten en 
dos cápsulas cilindncas plásticas de 10 cm de d1ametro. cubiertas en uno de sus extremos con una fina 
malla metálica. unidas a una p1nza metálica que permite ftJar la camara a la lam1na follar sin dar1arla 
físicamente, e impidiendo la salida de las larvas Esta técn1ca evita el problema de alterar el tew::io y 
compuestos naturaies de !a planta. con la cons1gu·ente liberación de sustancias que pueden alterar la 
conducta del 1nsecto y del ensayo 

Las variedades de hortalizas corresponderbn a las rnisrnas utilizadas en los ensayos 1n vitro El diseño 
expenmental será de bloques a azar Para cada cultivo se evaluaran 10 plantas (unidades 
expenmentales) de tcmaño y v1gor Similar. Cada planta tendr{J 4 cámaras de alimentación, con una larva 
cada una (repeticiones) Los parametros a medir serán mortalidad y área de dano por la larva Los 
resultados serán sornet1dos a un ANDESA y s1 ex1s:1eren d1ferenc1as Significativas. al test de separación 
de medtas de Tukey HSD (P>O 05) . 

Las plantas serán asper_¡adas con una suspension de extracto Bt. utilizando la concentración LD50 
determinada en los bioensayos de laboratono. La apl!cac1ón se realizará al atardecer. eVItando la 
exposlclon solar 

Tratamientos por plaga 

T1 Testigo absoluto 
T2 Control pos1bvo· D1pe!(R) 2X en dosis comercial 
T3 Cepa Bt 1 
T4 Cepa Bt 2 
T5 Cepa Bt 3 
T6· P1retro1de convencional 
5- Enem1gos natural8s 

3.- Determtnac1ón de los parametros óptimos de produccion de las cepas actlVas de 8 thunng1ens1s. 
para las p1agas en estudiO 

Para cumplir con esta actividad. se dispone de 10 cepas nativas de 8. thunng1ensts. aportadas por el 
doctor Luts Meza Basso de la Un1vers1dad de Talca. las cuales mostraron una alta producción de la toXIna 
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suficiente para abastecer 20 has de alguna de las hortalizas, sobre las que se trabaia en el 
proy•ecto. Además de realizar una estimación de costos de producción de cada una de las cepas 
de Bt. Esto se realizaria en los bio reactores air lift, conjugando todos los factores ya 
~~tudiaáos . 

La producción de bacterias, se realizará en biorreactores del tipo "air lifl" de asa interna. Para la 
construcción de los biorreactores, se emplearán botellas de suero de 1L. las cuales serán 
cortadas por su parte superior hasta una altura desde 14 cm. Las tapas se fabricaran de un 
mat~ria\ microporoso, con un diámetro de 10 cm, 'J tendrán orificios para \os dispositivos de 
salida de C02, toma temperatura e ingreso de aire. Una asa interna, hecha de un tubo de vidrio 
con un diámetro de 3,0 cm y con una altura de 5,5 cm, se encontrará en la parte central del 
bio.m~actor adher\do con s\\icona a las paredes a través de soportes. Para el insuflado d~ aire, 
se empfearán bombas de aireación para peceras. Este aire se dístríbuírá en el bíorreacfor, por 
medio de una piedra dispersadora, previo paso por unas botellas de vidrio, conteniendo una 
solución saturada de NaCl al 20% para esterilizar el aire (Mendoza 1995), modificándose el 
ingreso de la aireación por medio de un tubo desde la parte superior hasta la parte inferior del 
biorreactor.Los biorreactores vacíos serán esterilizados usando luz UV a 30 cm durante 15 
minutos, previo tratamiento con hipoclorito de sodio al 20% por 5 minutos . 

4.5. Evaluación de sistemas artesanales . 

Paralelamente a la producción en bio reactores. se montara el sistema de producción artesanal, 
uti/zado en Cuba, el que consiste en: 

En frascos de vidrio de 1 l. se añaden 700 mi de medio de cultivo .. con el pH ajustado al valor 
me}or evaluado, estos frastos se tolotan a intubar a la mejor \emperatura eva\uada en 
oscuridad . 
Para cada tratamiento se realizaran muestreos a las O, 4. 8, 12, 16, 24 y 48 horas extrayéndose 
2m/ de los medios fermentativos para evaluaciones de pH ;• recuento de células viables. Los 
recuentos del microbio se harán por duplicado por el método de placa vertida en medio Plate 
Count Agar (PCA) y se harán co!orac\ones con azul de Comassie ?ara obseNar \as c~\u\as con 
ef cristal bio-insecticída. Una vez detectado el cristal bio insecticida, se elaborara ef extracto Bf 
para cada uno de los sistemas, los que serán evaluados para cada una de las cepas 
se\ecc\o.nadas, en sus respectivas plagas 

4.6. Almacenamiento del producto activo 

Utilizando el mejor conjunto de parámetros de producción, se producirán en los bio reactores 
500 mi de cada una de las cepas de Bt, los que se someterán a centrifugación a 25DOg por 15 
minutos, eliminándose el sobrenadante, dividiéndose en . El precipitado se someteré a los 
siguien\~~ tratamientos: 
-. soo e 
-. 45° e 

Con y sin aire forzado. en estufa de secado con aire forzado . 
cada una de &star temperaturas por : 
-. 12 hrs. 
-. 24 hrs . 
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1 

Después de esta etapa se evaluara la actividad in vitro de dosis de cada una de las cepas. baio 
cada uno de los tratamientos, seleccionando el sistema de secado que requiera menor dosis y 
concentración de las cepas de Bt. 

El tratamiento meior evaluado para cada cepa será sometido al siguiente ensayo factorial. 
Factor acarreados 
- . Talco . 
- . Bentonita . 
-. Zeolita . 

Factor temperatura de almacenaje 
-. 4° C 
- . 1oo e 
- . 25° e 

Envase 
-. Envase de papel aluminizado . 
-. Em'ase de papel aluminizado envasado al vacío . 

Esto con 1 O repeticiones por tratamiento. 
Trim~s\ra\men\e . por 16 meses se evaluara. a través de ensayos in vi\rc, \a ac\Mdad de cada 
uno de ros tratamientos y ras UFC por gr. de cada una de fas formulaciones. Los resultados 
serán sometidos a un ANDESA y si existieren diferencias significativas. al test de separación de 
medias de Tukey HSD (P>0.05) . 

5 Actividades del Proyecto: 

Ob¡e Adt111da Descripción Fecha Fecha Obco.taívadon~s 
Espe d ¡'\Jo programa ejecución 

N" da 
1 1 Cultivo de plantas Novíü?.- NovfG~- Esta labor coí\tinuaré. durant.¿ todo e\ 

11ospederas oewa plagas Mar/04 f~¡fari04 desarTollo o'ei proyecto 
1 2 Recolección de plagas a Nov/03- Mar/04-

Actividad f1nai1zada criar Mar/04 Mar/C>4 
r 3 Cnanza de Insectos plagas Enef04- Se optó por ei cu1t1vo drrecto de rarvas 

Jun/04 Mar/04 sobre sus p lantas hosoederas, hasta la 
~lmlizzé,éll del pro-yecto 

1 4 810 t::.nsayo Laboratorio Jun/04 Dlc/D4 ruta 
1 EneJ05 AgrotJs 

Marf05 Plutt>\la 

1 5 B;o ensayo compatibilidad Sep/04 MariO S 

.? 1 Selección de ac¡ncultores Sep/04 May/05 

22 810 ensayos de campo AbnJ/05 May/05 Tomate 
od105 Plu\:e1la 1 
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(j()P,([RNU DE CHILE 
111M) ".G\'\ /';<~>!-~ t ,\ 

11\:--l(lV.o\~ION .... (.~"-~1"-

2.3 Desarrollo Uni•jades de 
Valtdacrón 

2.3 lnstalacion V desarrollo de 
E:nsavos de campo 

3 1 
.32 Elaboración de cepano del 

Bt 

~) 3 Producción ele cepas de Bt 
para b1oensayos 
controlados 

"''2 ._\ ..... ProduccJon de cepas de Bt 
para ensayos 

34 Ensayo 1 (Med1o cultivo) 

35 Ensayo 11 ero pH) 

36 Ensayo 111 (ox1genac1ón) 

3.7 Ensayos IV (OptimrzactónJ 

?,.e. Ensayos V (Artes<:~nales) 
39 Ensayos Vf ( A.fmacenaje) 

. 4 1 D1a de campo 

4 1 
1 
Día de campo 

Feb/06 Abrf06 

Mar/06 Mar/06 

Dici03- Mar/04 Se retrclsó por falta de equ1pami ento 
Enef04 \refrigeraaoí) para mantención de 

cepario en fresco . 
Ene/04- May/04 La demora se debió al retraso en la 
Marfü4 reC8PClón ele centrífuga ') í8activos 

para ros medios de cuftJvo 
Man'04 

Jun/04 I'Jov/04 Term1nado 

Sepf04 Nov/04 Terminado 

Dic/04 Nov/04 TP-rrnmado 

P.br/06 Ago/06 

Ma-v!O~ SepfO~ T~rminaoo 

Ene/06 Ago/06 Teímlnado 
Dlc/04 sep/05 

D;c/04 c:ep/05 
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Resultados del Proyecto: 

Etapa l. Evaluación in vitro 

6.1 Evaluación de la capacidad insecticida in vitro de cepas nativas de Bacillus 
thuringiensis. versus una de las cepas comerciales para insectos de tres familias 
de Lepidopteros, Tuta absoluta_, Plutella xylostella y Agrotis spp . 

6.1.1 Ensayo l. Para la evaluación de la capacidad insecticida de las cepas nativas de 
Bt., se utilizó \a siguiente metodología: 

En esta activrdad se evaluó la actividad insectrcida de las 11 protoxinas Bt purificadas, contr-a Tuta 

a.bsoiuta y Plutella xylostella y Agrotis spp . 

Para cada ensayo de toxicidad, se preparó 6 dosrs de proteína por dieta con 1 O repeticiones 

cada una Sólo para el caso de las proteínas obtenidas desde Dipel®. se realizaron 6 ensayos 

independientes, en fecllas diferentes, a fin de estimar en forma mas precisa la dosis letal 50 Este sir.¡ró 

de parámetro comparativo, para seleccionar las tres cepas nativas con actividad insecticida igual o 

superior al producto comercial 

Cada ensayo fue evaluado diariamente hasta completar 7 días Los resultados fueron representados 

gráficamente como 1\Júmero de lar.;as muertas v/s Horas del iniciado el ensay-o, pero para realizar esta 

evaluacrón es necesario obtener prrmero la proteína desde la bacteria por lo que es necesario primero 

cultivar la bacteria y luego obtener la proteína lo que se realizo siguiendo la metodología descrita a 

continuación 

l. Cultivo del Bt 

Bajo campana de flujo laminar. se toma una azada de colonias Bt desde una placa madre y se 

inocula un tubo de ensayo con 3 mi de medio Luria Bertani (LB) (10 gil peptona, 5 g/1 e;¡,_1:racto de 

levadura; 1 O g/1 NaCI) estéril. Ei prernóculo se mantiene durante la noche a 28 °C, con agitacrón 

continua . 

Frascos Erlenmeyer, conteniendo 1/4 de su capacidad con medio líquido PMB estéril (10 g/1 

Leche Peptonizada, 1 O g/1 Dextrosa, 2 g/1 Extracto de levadura; 0,3 g/1 MgS04x7 H20; 0,2 g/1 FeS04x7 

H20. 0,2 g/1 ZnS04x7 H20; 0,2 g/1 tv1nS04xH20), posteriormente se cambio este por el medio GYS ya que 

posee un periodo más corto que el Pfv1B para lograr la esporulacrón de la bacteria, son inoculados 
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asépt1 amo-.nte m.:>drante Id ad•c n d.o-1 1 culo antenor Los fr "'cos son mant nrdos con ag ta ón 

e nt nua a _s· C hasta a canzar la a_rrv JS s bactenana máxima 

E:.l grado dt=> esoorulac10n del CJttlv "e estublece pCJr mrcroscopía ó~·tr ca • e r.,ahza un frotrs . 

tomand• na pequ~na al cuota del cultrvo que se aeposrta sobre un portaobJ"'to La muestra es drsp s 1 

pare fOil""':Br una fi 'la pelr ula qu"' es fiJad al vrdno con a 1 ama d mechero El frotis es ten do con Alul 

de oom 2 La espor: => son refrácb es m entras Q~e los cnst s y ce u as ve et tJvas se tinen de 

az 1 él Al 1 de Coomas se prepa~a con O 3% Coomas1e R 250 50% Metano! y 10% A.rdo acéti o 

glacra Mezclar._. Coornas,e y el Metano! un par de horas y lu.:.go ad c1onar el Gcrdo acético Filtrar 

El cutnvo ya ,:)sp rulado PS ce fugado a 4 000 r p m por 1 O m nutos S'=' descarta 1 

s ren te y e res d o s res spend do n una so uc16n de ado (1 M Na . 5 mM EDTA) p re 

e 1 nar proteasas La su pens1on es centnfugaaa a 4 OOG r p M por 1 O m nutos y se resuo;pe'ld el 

re::.1duo e ·n agua d8Stllf1d, estenl, para lu go centnfugar nuevamente. Este lavddO se reprte tres veces 

E resr:luo resulta te "Ont n1endc "'Spcras y protAinas Cry, es guardado a- 4 °C h sta su utllzac ón en 

b o rsay 

E res1duo obten d en la fas<? ante res fil zad luego re uspend do e 3 mi de so uc1on d 

~ ub1lza n (50 mM Na O, 1 0 rrM 81t tr 1t l. pH 10.5) u pens1on es mant n1da por 24 ho~as con 

ag tac un onstante a temperatura amb1ente para luego se~ entnfu ada a 5 000 r p m 

El sobrenadante es transf-.,.ndo a un vas de pre p tado y so agrega u fato dA amon o 

s f1 1ent para produ r u a soluc n a 5 % Este proce m1ent permnt- prec1p tar as pr t~ nas en 

so u ón La me:cla es m ntenrda a 4 °C p r 12 h ras 

La soluc1on es contnfugada a 10 000 r p m Se desvarla el sobren :Jdante '' el res duo. que 

ontien a la p-ote na Bt. resu:.pend1do en 500 ¡J.I de agua esté pH 10 5 La so u ón rAcurtant 

de d1a srs. que e ma en da en ag tac n en agua estén! pH 10 5 durant 

horas S recomienda cam 1a el agua al m nos tres veces Termrn da la dí á rs s. la prote na punf1cada 

y solubrhZé:lda es tron~f~=>t1da o un tLJbo eppendorff estenl FrnalmAnte. 8stas muestras son conservadas 

a 20 °C hasta su utrhzac1ón en los ensayos postenores 
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a cuant 1 actón de la roXJ~a obt n da se rea tza por e p trofot metra util zanao el metodo 

Br dford y lectur a 595 m La concentra ton SA expresa en ~tg/ml 

El grad de pureza de la ~ r tema btemda es e1aluada por e ectr foresis ana tt ca en 

e fldtc s den t rantes La el& trofor.:>s s s~=> '"ea za en geles d» polla amtda-SDS La so ucton del 

q separador conttene 2.5% acnlamtda-btsacn mtda 40 . en un tampón 375 mM Tns-HCI pH 8.8 y 

0,4 %SOS La poi menza on se meta con In adt ón dA 0,03 % d persu fato de amono y 0.18 % de 

lEMED L;;t;.Jgo d..., la po tmenzactón , se ¡:.repara u a solu tón de gel espa ador que cont. ene 6 % de 

acnl 1m1d 1 btsarn amtda 40 1, en un tampon 62,55 m~·t Tns-HCI, pH 6,8 y 0,075% SDS. Los agentes 

pohmenzantAs son edtctonados en la mtsma proporcton que al gel separador 

Las mt..es ras a anal zar. son rnezc adas con un v umen de tampón La8mmlt 2X (125 r1M Tns­

C pH 6 8 4 6 %SOS, 20 -, q' cero!, 10% ~me captoetanol y 0,1 o/o azul de bromofenol) La me"Zcla 

r su tante es ca ntada a 00 °C o _ r 5 m nutos antes de ser pltcada al gel 

E tampór de e ec:troLres s ccnbene 25 MM Tns-HCI pH 8,3 192 mM g e na y 0.1 % SúS La 

e e oforests es onducada a 50 mA n:Jsta que e frente dA mtgractón alcanz ! borde tnft:: or de 9"' Al 

n u r 1 separa ór. e! 9"' es fi ::ldO '='n una so 1ón a 30 % eta ol y 10 % éctdo ac~tico durante 30 

gel fue ten do dc.Jrant,- hora. n unas ucton que co ne 0.3% de azul bn antP 

d C oma te R- 50. 50 % metano! y 10 % actdo aceb o El oe es luego d'=~ '='ñ1do PB~a re ear la 

p esen a de bandas protetcas, utt zando la mtsma so uctón de ft,ado En cada cornda electrofor~tca se 

an tzo. adArnás. una mezcla de ¡:roteínas de p~so n1o '3CLJ ar cono tdo y se esttrnó el peso molecu ar 

aparente de las protemas de tnterés 

. Evaluación Actividad Insecticida de las Proteínas Bt. 

Se evdiUO la actiVIdad i'lsectictda de las toXInas Bt pu rftc das y solubtl zadas sobre larvas de 

d s espectes de tn ectos Tuta aosoluta. Agrotls sp y Plutel.a xylo~tel/a 

En los b oensayos se ut11 zo 6 dosts dP cada u·1a de as toXJna examtnada5 La:. 

e n t::ntra ones e lasto nas '='va uac!c::s fuer n la s gute tes 1 25 2 5. 5o. 10 O. LO O y 40 Jlg/m 

e t efe to. e pr'='paro ·O m dt: cada solu n dA to na. resu pendt ndo ur~a ahcuota ad ada 

n en e volumen necesaro de aguad stJiada estén! pH 10.5 
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e t m ho as de tomate, morfo óg1camo te s m res d sd p r¡•as que no han rec b do 

p ca n de p agu c1da a guno Las ho,as son lavadas con una so e ón de Twet;n 20 al 0,3 % y luego, 

adas n abundante og a des• lada esis y secada entr dos toa s de p pel Les ho as s _ n <? to es 

umerg das. 1nd dua m"'nte. en cada una de las so uc1ones to cas y con unto se mantiene con 

g ta gve r espac1o de 1 mmuto Las hoas son extra d s desde as soluciones y secadas a 

t mperé:ltu a amb Pnt>-> e obre una supernc e no absorbonte A continuac on, SA acomodo en el pec 10 o de 

~.;ada hoja una m ta de a godon t;umPd.::>CJdo con agua Po tenormente, la hoja es depositada sc,bre una 

pld' a Petrr de 5 m dP drametro, prov1sta con un ~ rculo de papel f: tro humedo &n su mtenor El ensayo 

'~OI s1der a mclu1r sólo un<:1 larva por cada placa Petn y se ensayó 1 O tnsectos por dos1s, contemplando, 

aderná,, un 11Ú111ero equJvalentA de t~'>st1gos en que la solUCión dA Imana es reemplazada por el veh1culo 

1 QUidO 

F gura 1 MontaJe '"lsayo Vltro. Bt pard \;' d uar capacidad msect1c a sob e Tuta. en tollo os de Tomate 

PJ IniCiar el ensayo, las larvas, pertenecJr>nt~>s al 'P estad o fueron deposJtacas sobre ho as 

tratadas con la "olucJon de toxina o en su defecto, el vel"uculo liQUido blll toxma Los ensayos se 

prol,•ngcJrO:'"l por 168 r1oras. manten1endo cada un1dad expenmE:ntC:II a una temperatura de 25 °C con un 

f 'toperfodo de 16 8 horas luz:/oscundad Los Insectos s, n m"nllort:ados d1anarn,..nte para reg1strar la 

morta dad humedecer el p~pel f:ltro y a godón con agua Los datos dt; mortallddd •ueron registrados 

d anam .. r te por e total de d1as contemplados en horas 

Pa d el e so de larvas de Agrots y P ute a el pro ed1m ento es ~1m lar. salvo que aqur se trata 

d e rcu s de 'lo de rep o sume~g dos en las s uc1on dA toxrna 
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obtuvo la curva de fr - rt=lldad dA la T absol ta Ag ot s y Plutel/a prvduc. das por 

CIPE ® Esta fu empPada co-no punto de comp rac16n y selecc ón de as ..:pas natlvas a evaua en 

de mpo C aaro 1 El parametro de e mpa ac1on e e por e ta ._.,de morta :Jada a::. 24 

ho a e n na d IS de O ug/m que e rrE:spon a la oncentra 1 n q g~nero una mcrta dad as 

prena. d1f en 1ab e d test go 

Tuta absoluta 

Cuadro 1. M rtc:1ildad de Tuta absoluta, por dedo de DIF'EL® exp1 E:!Sa<.l ) en porcentaJe. ba¡c 

en d c;'mtos t¡Prnpos a und dos1s de 40 J.l.g/ml 

Cepa/horas 24 48 72 96 120 144 

o pe~ffi 8,3% 26,7% 48,3% 67 8% 87 7% 92,6% 

PN 90,0°' - • '(1 90,09/o 90,0% 900% 900% 900% 

668 0,0% 500% 60,0% 60,0% 700% BCI.O% 

72D 0,0% 00% 300% 40 50,0% BO,O% 

g11g 0,0% 0,0% OO%d 40,0 700% 9D,oo;; 

1048 00% 0,0% 
t---

,0% 40,0% 700% 90,0% 

114 0,0% 0,0% 20,0% 50,0% 90,0% 90,0% 

Dados os resultados mostrados ~"n Cuadro 1, pode'T'OS ver que la ur1ca C~'>pa que supera a 

DIPEL@ es 66 b, capaz de matar el doblt" que Otpel®a lu!:i 48 hr . Del resto. las úntcas con un 

potencial lrTnlar s n la 1 4, capaz lograr rnortahdade:.:> s1rn11ares a las dA D1pel® a las 96 horas dt" 

1n1~, ado el er ... ayo ·;la c~pa Pr>l. que no pertenece 1 11::1 cote Clén d.;, a Un1vers1dacl d~ Talca Es la úm CJ 

que supero a D PEL®. logrando un 90% dP rnortahddd a as 24 hora Por lo tanto ~;;:o::tas trec cepas s n 

la "'•3r n cJ¿js para e e S<::1VO m VIVO 
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Agrotis sp 

En el ensayo de Agrot1s. se obtuVJeron mortalidades extremarjament8 baJas (Cuadro 2) 

Cuadro 2. Mortalidad de Agroti~. por efecto de DIPEL® expresado en porcentaje . 

baJO diStintas dos1s y en distintos tiempos 

Dosis 
24 48 72 96 120 144 168 

\ ~Lglm\)/horas 

1 ,26 ~t.g/ml G O.ü 6.7 
1 

6..7 
1 

6.7 
1 

6.7 6.7 

2,5 )-t9fm\ o 6.7 '6.7 10,0 12>.3 13,:.) l,.):~ 

6 ~tglml o 3,3 10,0 16,7 20,0 20,0 20,0 

10 J..L9Iml o 10,0 13,3 16,7 20,0 20,0 20,0 

20 119/ml o l 10,0 
1 

20,0 20,0 20,0 1 20,0 1 20,0 
1 

40 fi.glml o 6.7 1" .• .:>,.:> 20.0 23.3 23.3 2313 

control o 
\ 

0,0 0,0 Ü,Ü 0,0 0.0 0,0 

Deb do a las bajas rnortalldad~>s nbten1das en el pnmer ensayo este se realiZO nuevamente, durante el 

mes de febrero de 2005, :::on dos1s mayores a las utilizadas para Tuta. como se puede observar en el 

cuadro 3 con las dcs1s evaluadas P0 se alcanza a ootener un LD50 durante el tiempo de evaluación 

Cuadro 3. Mortalidad de Agrot1s por efecto de DIPEL(R). expresado en porcentaje, 
ba1o d1st1ntas dos1s y en d1stmtos tiempos .. 
Dos.is ! 

!'\44 24 48 '" % ) 120 16.8 IL 

(¡.lglml)lhoras 1 
1 

10 ~1.glml o o o o lf) 1) o 
20 119/mJ o o o 5 10 10 10 

40 ¡..t.9/ml o o o 10 20 30 30 

80 p.g/ml o o o 15 25 45 45 
Cori\ro\ o o o o o o o 

Debido a estos resultados se cescarto el seguir trabajando con Agrot1s ya que deb1do a que el LD50 era 

tan alto no era posible obtener la proteína ro:ocesana para realizar estos ensayos 
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Plutella xylostella 

Cuadro 4. rta ad de Pu ella por efec de D m-t. e r ado por e ~e . 
baJe dtshntas dosts_y t!n dtsbntos t empos 

!Dusl 
l uQJ mi ¡J'nor as 24 43 72 9o no 144 1S'O 

1 25~,.~.glml o o 5 20 40 45 45 
2,5 _11g/ml o 10 iO 15 30 so 45 

5 Jl.glml o 5 20 25 35 50 50 
10 ¡.tg/m\ o 15 30 40 4(\ '(.0 '(.5 

20 IJ.Q/ml o 25 35 35 50 60 70 
40 ¡J.g!ml O¡ 15 ...,- 40 A- 65 75 ... ~ ~o 

¡ ~ 

Contr-ol o o o o o o o 

om apre a en ;.J cuadro 4 a m rta ad dP P utefla y osfe la es de un 75 % con la dos s 

ma, menor que la obte da para ~uta a so/uta ons1d r ndo la mtsma dosts (90%) pe-o ~ayor que 

da para Agrot s sp (3: %} de esta morta d d d b con d ra se que ur porc¡O. ta e 

a a s a las qCJe D1p ~ md o a pup . las e a es no fue on '1d VJduos VJaoles 
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Cuadro 5. Mortalidad de P/utella por efecto de cepas nat1vas. expresado en porcentaJe . 
en dlc;bntos t1ernpo<> a una dosis dP 1 5 pg/ml - ~ ~ -- -
C~pa f hora<;; 24 4B 721 96 120 "\44 168 
D1pel® o ·o 10 15 30 30 45 
W4a o o 30 60 80 75 35 
114 o 30 45 60 75 75 75 
P'Cl'Sv Ne'.latio o i5 30 S5 B5 '(.5 S5 

Control, o o ' O[ o o o o 

Cuadro 6. Mortalidad de Pfutella por efecto de cepas nat1vas. expresado en porcentaje . 
en diStintos t1empos a una dos1s de 1 O O IJQfml 
Ceo-a f floras 24 48 72 96 '120 ~L\A· 'ee 
D1pei® o 15 30 40 401 6(1 65 
JD4a o !5 75 100 100 100 lOO 
l14 o 15 45 75 85 100 lOO 

o 3':/v Nevado o 2.0 45 75 \(\() 100 ,00 

Control o o o o o o o 

Cuadro 7 Mortalidad de P!utef!a por efecto de cepas nat1vas. expresado ~'m porcentaJP, 
en distintos tiPrnpos a una doc:1s d» 40 O ¡Jq/rnl J - ·-
Ce\Y3 f flor-as 24 4B 72 96 no '\44 loe 
D1pei® o 15 25 40 45 65 75 
l04d o l5 75 100 100 100 100 
114 ú 45 45 85 1(10 lOO 100 
P;?t:.~· ~~e\lado o 31) 75 100 1(1(\ ~OC\ 100 

Control o o o o o o o 

En los cuMros 5. 6 y 7 podemos observar que en todas las dos1s las cepas nativas 

superan a D1pel® además de que es una mortalidad efectiva no se observo el mismo efecto 

que con Dlf.Jei<El el cud! mdu~.;la a las larVdS a entrar en estddo de pupa. a pesar de que todas 

las cepa!> cons1guen eventualrnenttl un 100 % de mortC::Jhdad de las larvas la cepa 104 a lo 

cons1gue <::1 las 96 horéls con una dos1s de 10 ¡_¡Qiml. la cepa Paso nevado lo consigue a las 120 

horas con la rn1sn1a dosis y la 114 a las •44 horas Esta d1ferenc1a disrr11nuye con la dos1s 

may·or de 40 ~lg/ml donde las cepas 104 a y Paso Nevado logran un 100% de mortalidad a las 

96 horas m1entras que la cepa 114 lo hace a las 120 hrs La cepa nativa más efect1va para 

P/utefla xy!ostella st?ria la cepa 104 a seguida de a cepd Paso Nevado. conf1rmandose los 

resultados parc1ales obten1dos en el ensayo 1n VIVO para Tuta EJbsofuta de que estas son las 

cepas mas prometedoras 
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6.2 Etapa 11: Evaluación In vivo 

6.2.1 Evaluación in vivo de la capacidad insecticida de las cepas de Bt. efectivas en 
cultivos de tomate, intestadas con Tuta absoluta 

S tr ta de un nsayo m VIVO, que pretende orar a eficren ra mse ti da d~:~ tro:::s Co;;ras ae 

Bec us thurmg ens1s (Bt). ut ZC:lnd);:.e pa a ~>stP .... fe to, las pr ternas y espo producidas por cada 

cepa cu tJvada El ObJ tivo ~::S entonces. comparar el vel de dal"lo en p antas de tomate tratadas o no 

con cepas del Bt 

las cepa~ Bl ulillzadas. son aquellas tres quP ~::r errsayos ontrolc1dos de aboratorío. han 

rnostr 1do ur a e rcrer ra rnse. tr~,;rdi:l, rgual o supenor a la mo trada por la cepa comercral Bacillus 

thunng ens s ver kurstakJ (Drpe®) 

Figura 3. Exterior Túnel con Plantas . Figura 4. Interior Tune\, Infección fo\io\os 

los en ayos s realrzaron en las dependen ·ras de Bro lnsumos Ndtva. sobre plantas d>=> Tomate 

var Presto. q¡_;e fu»ron rultrvadas en bo sas con 4 litros dP su"'trato (turb 1 8rena cornpost. 1 1 1) Como 

org;:m¡e,mos blanco se utrhzaron larvas de la polilla dPI tomate ( Tuta absoluta) El formulado comercral 

Dr pel FuA utl rzadr) como par ametro comparat vo, y plantas su trc1tar. COI"'lo co troJ Les plantas fueron 

drspuesta comp etam nte al azar dentro oe un tunAl con ma a antrafido y se realzo a rnfec:crór, prevw 

de la planta rberand adll t s rj~ la po a del tomat~ El ensayo r o con p antas a las cuales se 

t d re to de h ~a da a a Caaa tratam nto con ta de 6 re¡.¡ebc• es cada repebcron conste de 

una p nta, q e tw::.ron aspef) das con 30 mi de la su pen_ n a eva u un concentrac1on de 30 

¡J.g/m E pro d mren o se e a uo a partr de tercer d a de ap ca ón ha ta f n de cuttl o Las 

mpr;:,nd eron porcenta e de 'o o os con darlo de TU:a n mero d larvas present9~ y 

se en:l d d s daño "' pr.,:>sados o o arüa e ee n 

Ende sayo fuP rea rzado durante los meses d A.bn Mayo d 2 05, S trata de un ..... ns:lyo m 

v1vo, n qu "e pretondra va orar la efrcrenc1a rnsecbc da de tre cepas del Baclflus thunnaiensJs (3t) 
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ut lrzélndose para este e~ecto. las prote na:; y esporas producrda por e d cepa cultivada El ob euvo es 

entonces. comparar e mvel de daño en j) ,r,¡as de tom te. treta das o no on cepa de Bt 

Las epas Bt utr zadas fueron aque s tres. que en ensayos contro do de labomtono han 

mostrado una eficr n o mse bcraa. rgual o supenor a la mostrada por la epa comercral Bac1Zus 

thur: ng ens1s var k.urstak1 \ Drp:>®) 

Los trah:1m1ent s fuer n 
T1 - Drpel {HD 1) 
T2- Cepa 114 
T3- Cepa 104 a 
T4- Cljpa PN 
T5 - Control s n apl1cruón 

En la ..,valuación dA numero de danos no ex1stl6 nmgura d1ferencra estadrsbca entre los disttntos 

tratam1entos(Gréfico 1 ). lo m1smo suced1o con el numero de larvas sobreVIVI,..,ntljs, pero aquí s8 pu.,.de 

aprecr3 terd nc1a (ver gráfico 2). que la cepa PN s el ensayo se proyecta en d tiempo tendna . 

expon ncral m 1te f:Jd ves una poblac on menor por lo que la d1ferencra con 1 s otras cepas mclurda 

D pel® a mont r a . lo que nos 1 d carta que senan n esanas un menor numAr de ap rcac.rones de 

product 
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Gráfrco 1 =:!.=.cto de lac; aohca ones sobre el mero de dal"los Nos.:. apr.:.cra drfer.:.nc a estad su-a 
srgn f dti a e: tr .... los d stmtos t ttta lle os 
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Larvasffo(íolo 
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epél 11l4 a C¡,¡¡;, ?N 

Tratarr11entos 

1 

GrMrco 2 Eft:-cto (]t: lélS i:lpl!caclones sobre el numero do larvas sobreVlvrentes No se CJprt:Cla difl:'f~ncra 
estad :;tr('a s gnrf1catrva entle los d•otmtos tratam entos 

Corro -e apre a e , el grafico .::. eXJste una d1fer ncra e~tre el testgo y lo tratamremos. aur.quo? 

·odos t ~='nen un e f... to sobre e érea a e daño. la e pre enta una me jo.- pc:rspechva para ser ut 1 zada en 
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Graf Ef o de s apile on~s s bre el área de d o m mas letra tnd1ca que no e ste d fe~enCJa 
sta as fica 

6.3.2 Evaluación in vivo de la capacidad insecticida de las cepas de Bt efectivas en 
cultivos de repollo infestadas con Piule/la xylostel/a . 

El Pro Adtrn·ento tue ldPnttco al utthzado en el ensayo para Tuta abr:·o!uta en plantas de tomate . 
ubiiZOnrlo plantAs le repollo como planta hospedera y realizando una 1nf~::CCiórt pre\lla con PJutfJI!a 
xvtos•e!fa 

L s trat m ent s fueron 

T1 = D pe® 'HD 1) , 

T2-Cepa114 

T3 = 

e11say se pr tend1a evd u~ Se¡gndac de la mfecctón ATea D nada y marta dad esta ulnma 
fu ,, 1 Ole de m~d r ya que esta larva a ane1enc1a de tuta est sobre la ha a y s 1mpostbe d.·stn?JUI~ a 
que tratam ento podna corresponder cada lar..,a. ya que caen al suelo s1 pud1mos observar que eXIste 
una d1f~::renc1 en la sevendad de ataque obs"'rvada obt 1endose los mejores result dos en la cepa 114, 
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C.C'f'iU::t. u [1( u-t_t 
111-IJ\a\'\1 \1' 

11\;.¡;:, i'>~l(>N ... <:..aARII\ 

c.1endo ad-=rr as concordante on que esta cepa fue la que tuvo el menor área do oda, aunque no ex1ste 
una gran cl1ferenc1a entre las .... epas s1 se observa una d fercnc1a contra e1 test1go ab oluto 

Cuadro N" 8 Efecto de las d1stmtas cepas sobre sevendad y Ar a dañada e 
Trstan;¡.gnL Sevendad Area Dañada cm2 

T1 D1po:-l 1 5 e o 70 ab 
12 r:€oa :=.aso N~::Naclo 1 o e be 043 a 
T3 Cepa r 14 o 33 a o f83a 
T4 Ceoa 104a 05 ab Jo 167 a 
15Cootrol 10 abe () 45 a 
T6 Testigo 1 5 e 1 15 b 
M1sma letra no ex1ste d1ferencw &sta::!lstJca SIQnltl~,;atlva(!l..'kPy) 

6.3 Etapa 111: Ensayos en campo . 

6.3.1 Evaluación de la capacidad insecticida de las cepas de Bt. efectivas en cultivos de tomate, 
para el control de Tuta absoluta .. 

Se trata de u ersayo de camoo, qu pretende valorar la efic1enc a 1n ctiCidO de tres cepas 

del 8ac!lfus fhurmg en 15 (Bt)en condlclon-=s de ca po, ut11zéndose pélra este efecto las prote nas y 

espor s prod 1 1da p r a da ep:::~ e '.l t vada El ob et vo es entonc::-s ompa r el n vel de daño en 

p ant s ds r-=po o tr • as o no con C':'pas del 8 

Las cepas Bt que se ut zaror1, son aqu ClS tres que en ensayos co tro ados de aboratc no. han 

mostrado una ef1C1enc1a 1nSPctic1da. gual o upe110r a l(:j mostrada por la cepa cornerc1al Bac1flus 

thurmgtensls var kurstakJ (OipAI®) 

CUJdro NO 9 Efecto de las distintas cepas sobre Mortalidad Area o añadca y seve dad en t mate 
Tr~·Lam\er.to Asea Dc!ñ<:Jda Sevenaad Mortalióad 

n Dlpel 5 383 a 3: a )2 00 b 

12 ~8 4 gc. 9 ~67 ab ~833 b 0667 a 

13 O::pa Paso Nevado '¡6 500 b 4 5j33 b 2333 b 

14 Cepa i 14 10 1:83 ab 4 167 ab 1 833 ab 

15 Cepa ,04 éj 15 08.3 b 40 ab 2 00 b 

T6 Mo:>zcla P N + Bs 14 667 t• 40 ab 1 667 ab 

M1sma l':o'trd no eXJst~>" d ferenc estadística s1g ~ficativa(tukey) 
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Seg(ln se puede observar en el cuadro NJ 9 lo!:> rnejortjs resultados son los obtenido::; por Otpel, segutdos 
por la cepa 114, estos resultados fueron obtt::nJdos en un cultivo que se encontraba con un muy alta 
infectac10n de tuta y en etapa senecente de la planta por lo que esta fueron repettdos .;;.n las zonas de 
Coltn y Ouillota . 

Ensayo Colín 

Predto Sr. Juan Carlos V!llacura. se constderaron dos tratamientos aplicación de Bt y Tratarntento del 
huerto. una nave corno untdad expenrnental, se constderaron tres repettctones por tratarntento . 

Ftgura 6 i\plicactón de Bt en Plantas de Tomate, Ensayo Predio Sr. Juan Carlos Villacura 

En este ensayo ~e pudo apreCiar una dtsrntnuc on en la presencia de larvas por foliolo . con la 
constgutente dísminuctón en el area dartada. Ver gráfico 4 

Larvas/Foliolo 

a 

¡ 
¡ 
1 

b 
1 

b 
ab 

rh 
b 

1 
\ 1 l 
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Gráfico 4 efecto de los distintos tratamientos de larvas vivas de T uta absoluta por folio!o en 
plantas de tomate 

Ensayo Quillota 

-rt<d o Agrot m Ltda . se cons deraro s Bt y trat Pnto d 1 hu rto con dos 
n VA por rep- ctón y tres repet1c1on?s por tra am1ento eva ua d.:; se ~ numero d rCI mos por p a ta. e 
numero ae frutos por ac1rno. y a prese.nc1a o aus nc1a d~l 1nsecro por p ¡jnta tanto en su >::Stado adulto 
como en el larvan o. , ¡u8 es el que ('ro duce el dar"io 

Aunque estadísticamente no se observo diferencia para la presencia de daño por 
po/Uia(gráfíco5), si hubo diferencia en la presencia de larvas por planta(grafico 6; no 
encontrabndose larvas vivas en las plantas tratadas con Bt. así mismo en las plantas tratadas 
con B\ pudo obseNarse un ma':for numero de racimos por p\an\a (gráfico 1) '1 fru\os por 
Racímo(grafico 8) 

Figura 7. Vista parcial del ensayo, daño provocado por Tuta en tratamiento huerto. daño 
provocado por Tuta en Tratamiento Bt 

Dano e:-n Foliolos Larvas Vivas/Planta 

a Q7,----------------------------. 

o.z 

b 
0.1 

0~~--------~------~~--L------J 

Tralam 110 
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6.3.2 Evaluación de la capacidad insecticida de las cepas de Bt. efectivas en cultivos 
de repollo para el control de Plutellil xylostellil . 

Se tr ta de u:1 ensayo de campo, qu preterde va oríj la efic1 nc a 1nsectíc1da ée tres cepas 

del Bac1lius thurmgiens1s íBt)en condiCIOnes d~ campo, ut¡lizéndose pe '"a este eftlcto. l1s proteínas y 

espora producidas por cada cepd cultlvaaa El ob etlvo es. entonces e ornparar el n1vel de dano en 

¡:.lantas dtJ rApO o. tratadas o no con r:. epas del Bt 

Las pas Bt que s~ ut zaron. son aqu as tres. Ql.le Pn ensayos contro ados de laboratono han 

f'lostrado una efic1e11c,a 1nso;; bc1da. 1gual o supenor a la mostrt:1da por d cepa comerc1a BacJI!us 

ttwnrt[)lensls v8r kurst&kl (D1pei<El) 

Se ut zo un d1seno de b qu~'>s a azar. 1 ensayo consto de se1s tratamientos cada uno con tres 

rep b 1one da b oq e co tío do tres pla s Ademas de ura h1 era pa ... a cada tra m11!lnto 

El e ayo so levo acabo ~"n a a 1dad e Mau e "'n un ampo on un a t grado de 1nfestac1on 

por Pluto~la. tanto que »lagn~utor dejo el cufbvo abandorado 

LL'S tratamientos fueron 

T1 Ct?pa Paso Nevado 

12 W z la 50 iO -epa Paso N.:.vad y epa 1 .1 

T.3 CApa 11-

14 Control Qufrruco, 1amaron® 

15 C:ont"'o A.bso uto 

Cuadro 1\P 10 efecto d~ los d c;t os -ratam1entos sobre Area Da ada y N m~"ro de les1o s 

TratBm ento AJea 1\f de l ASIO:-tt?S 

Dañddaf,mrn2] 

11. repa Paso Nevado 1'579 ab 
1 
29 667 ab 

12 Me?. la cepas \1521 667 ab 22 667 a 

1"3. C8pa 'i \4 !1777 ab .?A b 

1 t\ Control Oo.l m\Ci) 11120 a 25 ab 

15· Co l!ol ,'\bso\\J\v 1C62 ~Z.~ ab 22, €.57 a 

1'0 Bs 1sn e67 b 28 ab 
-

Como e puede V"'r e'l el c.Jadro antenor y tal e mo era de esperarse los me eres resultados fueron los 

obtenidos ~;On control qu mtco. pero no ex1sto urél d1íerenc1a e tad1sbca apreciable con los resultados 

obtenidos tanto por las cepas por separado como de su mezcla. s se observa una d1ferenc1a con el 

centro bso uto al cual no se le aplico n ngun producto 
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E d SAño ~ penmental correspondió ;;: 8 ques omp etos al azcJr, con cmco repetlc c.nes por 
tra:am ento E ensayo se e tablec1o -=n d mes dA Mayo de presente año (Foto 8), la van,.da:1 e egrda 
correspondo a Magnum La parcda expvnenta e ns stiO en nueve h leras dA 14 metros caoa una . 
sembradas a dos semJI as p r c¡olpe y a dob e h lera regadas con e ntas de nego y de acu~rdo a la :o 
pract1cas culturales usuai8S en la zona 

V1sta Pare al de ensay 

Apro)(Jmadamt"rlte un mes despues Ge SPrnbrar . St? observo un ataque natural de larvas de; gusano 
cogo lerú ( S.rx.x.loptera sp ) Esta plaga atac ~ no as y tallos de las plantas. s1endo estos últ1mos los mas 
atacarJos y da ados leaando a cae g~an 'lumero de ec;tas (40-45% del tota de plantc~s) El ataque fue 
mte~so por lo mr:>:los aos semanas hasta Q e SA aplico Ba.-.:11/us thunng ens1s como e bo La aolt(·ac1ón 
s., rPa IZó ~:;1 3 dB JUnio d 1 presente. por lata de. con 1aerand el héb t nocturno de e tos 18¡: dopteros 
La prepa ac1 n cons stló en una IT'9Z"Ia d<=> 2 g de BaCifiJ.Js thurmg PnSJS, 500 g de uzucar y 500 g d 
asernn • a e:;ta rrez~ a se le ad1c1onó t..:n poco d.a agua y se CJnadiO en el cuero de todas las p antas 

r gu e 10 Planta con daño at..saav ¡:; ·r 
Larvas de Spodoptera sp . 

F gura11 Preparacron del cebo 
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Graf O ffecto de Bt sob c. ::. nu~e~o d-=- -rvas p r Planta rr sma tra md a no e)Q<::ts d ter!Ó'nc a 
estad snrsa s1gn1f1 ativa 

Después de 7 d as. St:> eva uó e fltaquo OP Spodoptera sp. en os ta os nf1 éndose na d1srnnuc1 n 
de 50% en el dar'\os en as plantas (Foto10) A mas. se compr bóla pr sen a de larvas VIvas. tanto en 
el cebo (Foto 1 ). asl corno en el sue o 
Evaluac1ones postenor;;s perrn1t1eron ver'fícar una reduc Ión del dano en un 95-100 % Postenor a la 
eva uac >rJ, se v ... r 1f1~,;6 Id erri:ld cación total de la plélga en el cu tvo f'Jo se ver f1có re1nfestac ón ni ataquA 
de la plc1ga fldSlCJ el final del cultrv0 

ConcluSión LcJ aphca~'lón de la formulación en bi'lc:e a Ber.llfus thl!rmo ens1s. f!ph~ado como cebo tu.,ro 
una g ar ~1cac1a en contra de Spodoptera sp . en ese sentdo bastó solo una n1cé'l a¡¡!1cac1on para 
entro r a lél piC~ga durantA tod0 el cultivo. ademas su ap cac1ón fue rép1da. féc11 y no mterflno con otras 

pré t1ca de maneJO del cL.Itlvo 

R .... ponsables de la mformac10n Srt3 E\it: yn Ca¡1as. Srta Franc1s a Estef e y Sr Ger.nan F 
Sepu da Chavo::ra Fac Cs Agronorncas. Un vers1dad de Tarapacá 
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6.4 Etapa N: Desarrollo sistema de producción y transferencia 

6.4.1 Ensayo 11 . . Temperatura y pH 

Para rnod r 1 efecto d pH y a tempe atu"'a. se rea zo un ensayo completamente a! azar con 

arreg o faetona! 3 x 3, donde los factores fUAron tres temperaturas a tres valores ele pH rn1C1al. que fueron 

os SlgUIE>ntes 

- pr. 6 5 a 28. 24 y o 

- pH 7 O a 28. 24 y 20°C 

- pH 7 5 a 28 24 y 20°C 

Se con:;1dera pH 7.0 y 25° e ~omo cond c1ones centro 

Se ul:l 1:0 rrtatraces erlenmeyer de 200 mi. con 50 mi de med1o PMB, que fueron Inoculados con 

un;:¡ s .spens n dd espora:; de Bt a ur; :1 con .entractón dA 106 ;:.sporastrTi Los Matrac8':; se ma '.Meron 

con ag tac1ón constante a 300 r p m Pn cada u a de 1 s tempPraturas ya mencionadas 

Transcurndos 15 d!as. ti• mpo estándar para la formac•ón de esporas y cnsta'es de endotoxmas 

e eva uó la produc n de p ot na Cry y b masa en cada uno de os tratamre tos. med1ante as 

'Tldodol 11as descntas en antenormert(:: Cada lrt!tamrento se r>:.-a IZO con 5 repet e on~ )-' se ubl zó la 

cepa 104a. que es la mas difl~,;ll de cultiVi:lr 

flJ evaluar los parámetros de pH y temp raturCJ, se aprec1a que los mavores n1vo:: es pobltJ ronales 

e obtíer en a un(j teiT'Pt:raturt: de 28 °C v e n pH 6 5 (Cuad o 11) En cuanto a la producción d 

endoto a. 5"' aprec os rrrrsmos resu ados. p ros n ser estadlstícam~'>nte ~ gn f catJvos 

Cuadro 11 Efe to de la ten1peratura y pH en el cult1vo de la cepa Bt 104a 

¡ pH "'C UFC/mJ Proteina (l!gfml) 

65 .!8 8.43 10" 8 3288 

65 ~· _ ... 3 l:¡x1011 ab 241 85 

65 20 1 12x10'" b 36 ()O 

70 28 
1 

1 03x10'u b 34 49 

lO 24 r 75xfO'l b 34 2~ 

71] 20 2 03x1071 f:. 3211;) 
---

To .28 6 60x10~~.1 b 38 16 

75 24 7 35x1 ow b 28 65 

75 20 101x10'uo 30 23 
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6.5.2 Ensayos 111: Oxigenación 

U 1 zando o resultados de la comD1fiac1on de factores antes estud1ad s. se eva uó los sisteMas 

de OXlg nac n s gu1entes 

- S n ad1 16:'1 de a re n1 ag1tac1ól' (control) 

- Ag ta .... lótJ e 250 r p m 

- Ag tac1ón e 300 r p m 

- AgltflCión a 35U r p m 

El 1110nta¡e y evaluac1on dA este ensayo, AC PI m1smo deStfltO para 1que1 de temperatura y pri 

fn cuanto a ensay0 d~< oxigenación se traba 6 a una temperatura de 28 "C con un pH miela de 

6 5 grMd so 1 'l mayor producc1ór con 300 r p m ya que e n 350 r p rn s~=> generaba un AXceco d-" 

espuma 

Cuadro 12. efecto de n ve de OXlgenac on s bre la pob a 1ón y prot.:. na obt""!ílda 

R.P. M. 1 UFCimJ Proteina (~Jg/m.') 

o 3 43x'O" e o 23 

250 2 75xi011 ab 28 oob 
_] 

3üü l 9 Ux1011 a 31 1o a 

2.5\J 1 02,xH}10 b 21 ee b l 
_j 

. Evaluación de Medios de Cultivo Alternativos . 

Tomando como base la formulac10n del med1o dA lec'le pepton1zada (PMB). se preparó se1s 

nuljvos med1os "'n los que se reemplaza las fuente de carboh dratos y arr noac dos {dextrosa y lech.:o 

pepton1zada) por fuentes homologas, de fás· adqUJsic on y bao valor "'Conom co La concentrac·on de 

sales o gtna permanece sm alt::-rac1on. m1t<ntras que él de t~>dracto d.<> levadur<J vana entre O y 10 g/1 

Los formu d s son los SI9UJ-=ntes 

Medio Glucosa ~ \ Extracto de Lendura Hartna P~scado 
Mf 10 1 10 10 
M2 l 10 1 o 10 
M3 1 '\IJ 1 o 5 
M4 5 r 10 10 
.M5 5 J o 10 
1116 5 \ o '5 
MPB 

( •) Glucosa de uso domesttco 
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{JC' ~(PJ'M OE (HILE 
,... \ ¡,; 'r ~' r ' r. ~ ,1\:;I(!N M:I!Nl ,_ 

da ensayo conte'llplo el ..:.u vo de dos cepas del Bt por med o Estas CPpas s>? caractenzan 

p esentar un redu do bempo de cu tivo pa a A canzar la fa e esporu ante E med1o PME es Utll zado 

como p tró de com arac1on 

rascos de 250 mi contem<:>nao 50 m de medo de u tJvo se mo an con a c-=-pa dF!I Bt a 

evaluap v se mantienen con a91tac1on 'onstante a 28 °C f::l desarrol o del cu tJV es eva uado a los 3 5 y 

7 rJ1as 8dJO campG1na de fiUJC larrunar se toma 10 ¡.ti del cut1vo. y se ext1ende soNe un pol1aObJeto La 

muestra es fiJdCla, ter'\1da con azul de coomas1e y observada al 1nrc1 os~op1o ópti •'O Los parametros a 

evah ... 3r son abundé.JnC a bactenana rAiatlva y estado de desCJrrollo (fase vegetat1va o esporulante) El 

ensayo fmal z 1 al detectarse presencia de pr temt~s Cry en Al m.:>d1o P"vlB y se proc:.'ldA a cuanbfl~ar la 

b or1asél y pr tAinas Cry produc1da er cada tratam ento 

_a b masd produc da en cada medo. se efectu por contPO de UmdadAS formadorac: dP 

Coon a (CFU, (espo'"as) Papa esto 1m dAI medo d cu!t1v s d u d sena ente en 100m de Bgua 

des!i acfa has•a obtener una ctlunón 10·5 100 ¡.JJ de- es a cfJ Le n son • embrado. en una p E.C'a C'"On mt=-d o 

sól do LB la que es 'Tlantem da a 28 ce. d ..!rante 18 horas Dec::pu s de este tiem o se re a 1za recuento de 

co on as bactenanas La cuantificac en ae p otPtnas Cry se realizó uti zand la metodolog1a ces.nta 

antenormente 

Las nueva, formulac ones no perm tteron obtener resutaa s opt m s. comparab es a los obten dos 

cr•n el 11 ed1o Pt,..18 En general. sólo se obtuvo un desarro o scaso de e u as bacb'"lanas que se 

extendió rne1s allr1 del requendo para obtener lls1s An el medio PMB S1n embargo. estos resultados no 

son conr.lf¡yPntec:: Problemas (jP d1spon1b1lidad de agrtador orb1tal1mpldleron la .~ontmua• ron del ensayo 
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6.4.3 Evaluación de sustratos inertes y forma de secado para almacenaie y formulación 

Basándonos en la experiencia dada por el Trabaio con las cepas biocontroladoras de Bacterias 
fitopatogenas de Bacilluas spp. Se decidío seguir el método de secado por capas con el que se 
lograron para Bt niveles de eficiencia similares. Es decir cercanos al 95%(Cuadro 13), esto por un 
~e~i,t.}<io <ie '\ 2 meses. Utmzando zeolita como medio acar\'eadOf 

Cuadro 13 Porcentaie de supervivencia y actividad de Bacil/us spp., baio distintos sistemas de 
secado después de 12 meses de almacenaje . 

C~pa Secado % UFCI_Qr. .1 % Actividad 

Cámara 14.0% a l 65.9% b 

MaJlerauco Horno 8.0% a 49.0% a 
Homoen 
capas 95.0% b 98.0% e 

1 Cámara 11.0% a 76.6% a 
l Horno 9.0% a 54.3% a 
1 Vifcun 

Horno en ) 
~ ca~as %.Q% ~ \ '\QQ.Q% b 

', 
Cámara 14.3% a ( 60.2% b 

1
1 
An\umavi~a Horno 9.7% a !

1 
49.0% a 

Horno en 

\ capas 95.0% b 98.0% e 

¡ Cámara "12.~% a 42.0% a 

¡Homo '\0.~% a ~0.2% b 
/ Maguellines 

\ Horno en ¡ capas 94.0% b 97.D% e 
,1 i Cámara 8.3% a 42.0% bi 

\ 
1

1 Horno 8.3% a 61.1% b 
Maguemnes 2 \ Homoen 

capas 92.0% b 97.0% a 
Bacmus Horno en 

\ thuringiensis Capas 90.0%b 96.1% a 

Le\'áas ~\s\\n\as en una co\umna in~ican ~iferencias signiflca\\\las en\fe \as m~ias, según test 
HSD (P<0,05) . 
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6 Fichas Técnicas y Análisis Económico: 

• Fichas técnicas y de costos del o los cultivos, rubros, especies animales o tecnologías 
que se desarrolló en el proyecto {según corresponda a la naturaleza del proyecto) . 

Se desarrollo la siguiente ficha téc"lica para uso de Bacillus thuringiensis: 

Cuadro 15. Recomendaciones de uso de Bacil/us thuringiensis para el control de Insectos en 
'ilif . \ t. 'M)'5 agnt.o as. 
Culb·;o Plaga Do:::ts Recomendactón de Aplicación 1 Frecuencia de 

Recomendada J .l¡pJJC~ClÓ1 
Aphcar en las horas con menor) 
radtactón solar, con buen ) 

Pohlb de! Tom~te(TilJO 
5- 7 grs/lt 

moprmento fo}Jar, !:1 OOSJS C d 
7 di as 

aósoluía) dependerá dei graóo óe a't:aq•.1e óe 1 a a 
la planta, en la prtmera etapa 1 

1 apJic:;r Ja doSJS rMS b:Jp J 

Tomate 
_.!:,pltcar en )as horas con menor 

Mosqutta Blanca de 
radtactón solar, con buen 
mo_i[ttnzento fó!iar, la dOSIS 

Invemadero(I'rialeroude 5-7 grs/lt 
dependerá del graao de ataque de 

Cada 7 días 
\ s Vaporonu:n) la planta, en la pnmera etapa 

aplicar la dosts más bal!l 
Ap1icar en las horas con menor 
radtactón solar, con bu~n 

Rel(ollo 
Pol11la de la Col 5-7g¡s/lt moJrunlen.to foitBr, la dOSIS 

Cada 7 días 
(Plutella xy1loste1la) dependerá de1 grado de ataque de 

l la plr:u'lta, en la ~·rtmera etapa 
apJzcar la dOSiS más OB]Ei 

( ?l:sano ~oboltero 
Puede ser aphcado como sebo o Apl!cado 

Poroto 1 O grsl lt 
dtrectamen!.e a la~ l.artta <::omo Cebo 1 

\ ( Spodop.ei:i sp) v·ez cada 20 
di as 

Compatibilidad con agroquímicos 

Bacillus debe ser aplicado en forma separada de otros productos agroquímicos. a menos que 
se rea.'ice una prueba de compatibilidad. En el caso de aplicackmes con compuestos cúpricos y 
antibióticos, estos deben aplicarse antes del biocontrolado y espaciados a lo menos 5 días . 
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.AJmacenaje 
La ~~mu\adón de Bt es un p~\\t~ mojab\e. e\ que man\enid~ en un amb\en\e se~~ 'f fres~~ es 
capaz de mantener su población y actividad por 12 meses. Una vez abierto el envase de Bt. 
deoe evitarse su contacto con la humedad. en caso contrario debe utilizar inmediatamente . 

Toxicidad 
Las especies de Bt, seleccionadas en el presente proyecto presentan baia toxicidad para 
mamiferos, pese a lo cual se del>en tomares las medidas de seguridad. propias de toda 
aplicación fitosanitaria. Debe evitarse la ingestión y el contacto con mucosas y heridas en la 
p\e'., en c.as~ de oc.urt\r realizar lavados con abundante agua 'f )abón 'f en ~aso de \nges\\ón no 
índucfr vomíto. Este bíocontrofador no posee carencias ní folerancía y er período de reíngreso es 
de 2 .'?oras . 

Forma de aplicación 
E~ f~mu\ad~ en po\\t~ desam>\\ado durante e\ pro'je~to . es\a ~ompues\o por esporas de \a 
bacfería y fos compuestos obtenídos durante la fermenfacíón de esta. mas un acarreador en 
base a arciiJas. Estas esporas son capaces de soportar temperaturas de 80° e y falta absoluta 
de humedad, pero la bacteria una vez germinada requiere de temperaturas de infer'1ores a 35(> C 
y humedad para desarrollarse, por lo que las aplicaciones deben realizarse en las horas de 
menor temperatura durante el verano y las mas ca/idas durante el invierno en las horas de 
mayor temperatura. Debe realizarse un eficiente mojado del cumvo a tratar, dado que no se ha 
d~~s\rado una acHv\dad s\stém\ca de BacWus . 

Costos El estudio de costos. se realizo en conjunto con Bio-lnsumos Nativa Ltda. y se obtuvo un 
precio de equilibrio entre costos de producción. venta, administración, marketing}' utilidades de 
$30.000 el Kg. lo que lo hace competitivo con insecticidas de uso agrícola y lo mantiene a un 
?r-ae~ me.nor que. a\te.mativas químicas . 
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Impactos Productivos_. Económicos y Comerciales 

Logro ( Al inicio deJ Al final del 
Proyecto proyecto 

r<:).{ma(:ión de empresa o 
unidades de negocio -- 1---
Producción (por prodllcto) 3 cepa 3 cepas 

seleccionada selecc·IOnadas 
produccton para 
400 na 

Costos de producción Precio de venta de Precio de venta 

[ $20.000 de $30.000 

! Ventas 'JIO Ingresos No aplica No se han 

f realizado ventas 
NacjonaJ No aplica 

\ Internacional No aplica 
Convenios comerc\a\~s No apl\ca 

bnpactos Sociales 

Logro At \n\cio del A\ flna\ de\ 
Proyecto provecto 

Nivel de empleo anual 1 técnico 
1

1 agrónomo 
2\ecn·rcos 
1 p~;ooucto 
manager 

--
Nuevos empleos generados 1 4 
Ptt~óut\oTes o un\óades de 1 '\ 
negocio replicadas 

DiferenciaJ 

Se lograron 
seleccionar 3 cepas ! 
Las cepas son 
menos exigentes en 
sus nec!'.sjdades de 
proáucc:'lón que \o 
previsto . 
Aumento de precio 
de productos 
cornpe\loores. 

' 

0\ferenc\al 

Los equipos de 
producc·Ión 
requleren ma-yor 
preparación técnica 
y eJ sistema de 
secado requiere 
más mano de obra . 
La venta dei 
producto requiere de 
a\gul~n 

especializado para 
su comercialización. 
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00BIERNO [}f t HILE 
mtv·.>.I\J' r ·~~ 1' 

11'>~)\I,._~I(>N >.I,R'\~l'-

mpac os r· ecno og1cos 
\.0910 

Nuevo en 
mercada 

Producto 1 

Proceso Fermentación 
Formulado 

Servicio No aplica 

Numero neta\\ e 
Nuevo en la \ Meiorado 1 

empresa 1 
1 

1 1 Formulado de 
1 

BaciHus 
thuringiensis 

Fermentación 
formulado 
No aplica 

Propiedad tntetedual Número Oeta\le 
Patentes 
Solicitudes de patente 
Intención de patentar 1 Formulado de 3 cepas de Baci/lus thuringiensis. 

Para el con\ro\ de \etp\do'¡)\eros 
Secreto industrial 2 Sistema de producción y secado del formulado 

anterior 
Resultado no patentable 3 3 cepas de Bacil/us thurin9iensis. para el control 

de lepidop\eros . 
Resultado interés público 

Logro Número Oeta\\e 
Convenía o alíanza tecnológica 1 Convenía con Uníversídad de T arca quien 

Facilito las cepas estudiadas de BaciJius 
thuringiensis 

~ración nuevos '¡)fO)Iet:\os 

Impactos Científicos 

Logro Número Oetalte (Citas,. título, descripción~ 
Puófícacíones 2 En preparación 

(Por Ranking) 

Eventos de divu19ación científica 2 1 Simposio de Control Bioló9ico. Chillan 2005 
Seminar\o"'i:.\ Sedor A.sr\co\a '1 
Biotecnología: Situación Actual 

1 Desafíos''Santiago 2005 
Integración a redes de 
i{VJtesUgación 1 

\ 
1 

la 
y 
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'( '- < •CIW.RNV [}[ CHILE 
.,._~._,._, :. U~~~~IA ;11~ ~ 

Impactos en Fonnación 

\..egro Numero 
Tesís pregrado 1 

-

Tesis postgrado 
Pasantras 
CUt 'S~':. de 
capacitación 

Detane (Títuto, grado, rugar, institución\ 

l 
( 


