w o, 4 i
LS (U RIERNGY [ CHIEE
Y » TR LON IR Pt ox

MY A DICHN Al a2,

INFORME FINAL TECNICO Y DE DIFUSION

PROYECTO
"NUEVAS CEPAS NATIVAS DE BACILLUS THURINGIEMNSIS, PARA ELL EFECTIVO CONTROL DE

TRES FAMILIAS DE LEPIDGPTERA, DE IMPORTANCIA AGRICOLA EN LA Vi REGION

'OFIC!NA DE PARTES - FIA |

oy %5“ QZJ

MN° Inqresa é -

EJECUTOR
BlC iINSUMOS NATIVA LTDA.

ABRIL 2007

@



iacosta
Rectángulo


& GOMERNG DE CHILE
- (4 FEREL AR e 4 S
P AT RO AdLEAT S,

l.  ANTECEDENTES GENERALES
Cédigo: FIA - Pi = C — 2003 — 2 — A ~ 052
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4 Metodologia del Proyecto:

El proyecto fue dvido en 4 etapas, las que son
Evaluacion in vitro

Evaluacién in vivo

Evaluacidn en campo

- Desarrclio de Un sisterma de produccion y transferencia
It Ensayos

1- Bioensayo de Laboratong Determinacion de las tres cepas con mayor efecto insecticida por
especis, para = control de Tufa abso/uta, Agrolis spp v Plens brassicae esta ulima fue cambiada par
Plutelta xylestelia

2. Crianzas de insectos.

Dado gue este Proyecto plartea una primera etapa, con ensayos conirclados de faboratorio,
tendientes a evaluar ta achwidad toxica de las proteinas Cry del Baciffus thuringrensis sobre tfres tipos de
insectos, fue necesana la habilitacion de un espacio para |3 crianza m aifu de estos organismas
fitofagos De esta forma se contara con &l ndmero adecuade de organismos para 05 bioensavos

Con aste objetivo, c2 disand e instald al interior del cuarto muthdisciplinanao, una camara para =l
culivo de nuesiros insectos blanco Su dissfio considert log aspectos de espacio, temperatura y
lurminosidad {fotoperiodo) gue permiten el buen desarrallo del veqgetal v de sus insectos huéspedes Se
astablecid un fotoperiodo de 10 horas Wz (10 horas incandescents y 12 horas de luz fluorescente) v 12
horas de oscundad

Ejemplares de la polilla dal tomate (Tufa absoluta), polilla de repolio {(Plutella xylostalia) v qusano
cortador {Agrotis sp ), fueron colectadas desde plantacicnes comsrciales de la Reqidn, y trastadadas al
labaratorio para su crianza y multipicacion. En estado larval o adulto, los insectos fuerar dispuestos
sobre sus respechivas plantas hospederas, en &l intenor de la camara de crianza

El conttnuo recambic del sustrato vegetal, ha permitido martensr en tiempo la cnanza de sstos
Irnsecios

b. Crianza de plantas come sustrato alimenticio para insectos.

A fin de contar con el material vegetal adecuado, en forma expedita y kbre de pesticidas, que sera
ubhizade comao sustrato alimenticio para los insectos plaga, se cultivo plantas de tomate v repolio, deade
almacigoes & plantas adultas, bajo condiciones controladas de temperatura y fotoperiode Para el cuttivo
de las plantas hospederas, se crearon periodos de cultivos oue van desds los 15 a 20 dias

< Mantencion Ceparios del Daciius thuringrenzus (Bt).

El 25 de febrero de 2004, se recibieron las 10 cepas det Bt (LM-1 a LiM-10) aportadas por el sefor
Luis Meza Basso para los ensayos de este proyecto. Cada una de ellas, es mantenida en el laboratono
de Bio insumos Nativa, en forma de colonias crecrendn sobre medio Luria Bertany {LB) a 4 °C, las que
son subcuitivadas mensualmente Dado el riesgo de perder alguna cepa, o os plasmidos codtificantes de
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toxinas Cry, por problemas de contaminacion o temperatura, se realiza respaldo de estas, ern la forma de
fiofiizade de esporas y cnopreservacion en glicerol Este dfimo, es mantemido & — 80 °C en ia
Unversidad de Talca.

d. Cultivo del Bt para ia obtencion de Toxinas Cry.

En esta achvdad, se ensayd las condiciones de cultivo dsl Bt y£e estabiecieron los procedimientos
que permiten obtener cristales paraesporales Para este Ichm,A‘e rnecesana la habilitacidn de un
espacio fisico, que permite mantener una temperatura ambrental adecuada para e buen desarrofio de
bacilo, hasta lograr la autolisis celular Los procedimientas de punficacién de esporas y proteinas Cry
posteriores han completada esta actividad

Para esvalbar el rango de eficacia insecticida de cada una de las cepas, se realizara un ensavo
prebminar  Este consistira primera en analizar el efecto de dos dosis limites {una alta v una baja). de
marnera de detectar el piso y techo de las concentraciones a evaluar

En una segunda etapa, se evaluara la dosis letal 50 (LDA0D) Se anahzaran £ dosis por cepa (deriro de
los rangos evaluados anteriormente), con 10 larvas por tratamiento (repeticiones) Uhfizando una balanza
analitica para la preparacion exacia de las dosis, una canbdad adecuada de extracto Bt se resuspendera
en 25 mi de agua destifada estén!, ajustada a pH 10,5, mezclandose mecanicamente a 37° C, hasta
lograr fomogeneizacion totat (Thomas v Efiar, 1983)

Debido a los problemas de canibalismo, reportados en algunas larvas reonatas, se utiiizo |2 metodologia
cenocida come bioensayos en hojas (bioassays leaf] Esta consiste en la utlizacion de discos de hojas
Jovenes, correspondientes = los hospederos de cada insecto, como sustrato almentcio Discos de hojas
de repolio y de lechuga de 5 cm, sirvieron de almerto a larvas de la pollla de la col y  gusanos
cortadores, respectvamente. Para la poilla def tomate se ubilizo un foliclo como sustrato Bl tejido vegetal
ubhzado debe ser fenaldégicamente uniforme v Iibre de cualquier plaguicida Estos fueron colocados an el
interiar de una placa Peln {6 cm de didmetro)

Cada disco (o foliolo) fue lavado er una selucion de Twsen 20 al 0,3%, luego lavado en agua destilada
(tres veces) y secado en papel absorbente E| matenal vegetal asi tratado. fue sumergido v agitado
suavemente por 2 minutos, en una suspension de extracto Bt de caracteristicas v concentraciones
determinadas Una vez seco, sobre uria superficie no absorbente, el matenal vegetal fue transferido al
intenor de una placa pétri, sobre papel previamente humedecido con agua destilada esténl En tomate,
se coloco un algodan humedecida an el extremo apical del fohalo para controtar su hidratacion Una larva
neonata fue depositada sobre el disco vegetal, y constituyo fa unidad experimental {(Jorson ef al |, 1 991}

e efacluaron controles ublhizando larvas teshgos depositadas sobre tejido vegetal humectadas solamente
con el vefiicule de la solucion proteica, agua destilada estérit ajustada a pH 10,5

Las condiciones ambientales de los ensayos fueron de 25° C, con un fotoperiodo de 16 h de luz por 8 h
de oscundad

La mortahdad se evalud cada 24 horas, siendo la duracion de cada bioensayo de 144 hrs Los
porcertajes de mortalidad se adecuaran a la formula de Abbot (Ablot, 1925) v los valores LDSD {Dosis
Letal 50) se obterdran por analisis Probit (Moermans y Hecke, 1995} utihzande para ello un programa
computacional

Para cada especie de insecto, se eleqira las tres cepas con menor LD5G Estas cepas serdn utilizadas
en lns estudios de compatitiidad con pesticidas —_—
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El disence expenmental sera completamerte sl azar con arreglo factonal de 10X 5 donde los factores son
cepas vy dosis raspectivameante. Cada tratamyente fendra 10 repeliciones Los resultados fuercn
sometidos a un ANDESA y si exisharen diferencias significaivas, al test de separacidén de medias de
Tukey HZD {P>0 05)

No se uliizaron dietas, por las siguientss razones, primero &l costos de estas, fa dificultad de maneo vy
principalmente por af hecho que estas dietas requieren fungicidas y bactericidas, para su elaboracian, o
que podria sstar alterando el efecto del Bt Ademas se cuenta con experiencia en la cnanza de astas
plagas sobre sustrato natural, fo que es bastante facil ya que lechuga se encuentra durante tado of afo

| 1 Ensayo de Compatibilidad con pesticidas

El principal sbjetive de este ensayo, s anahzar la compahibifidad de las tres cepas de B thunngiensis
por plaga (que mostraron mayor actradad insecticida) frente a los principales funguicidas v bactencidas
usados en las hortalizas Estos productos por su composicion quimica, podrian eventuaimente causar
alguna incompatibilidad, o anular su efecto insecticida de BE Fara este proposito se ubfizara algunos de
los  funguicidas mas usados por los agricuftores captan, benomil y mancozeb, ademas de algun
bactencida como oxiclorura de cobra

Cada ensayo se realizara con larvas sobre discos de hiojas ¢ foliolos Las dosis a ubitzar corresponderan

a las LDSO determinadas para las cepas Bt en_estudio, v en el caso de pestictdas, se usaran las dosis

comerciales Las dosis de ambos productos (Bt y Feshicidas) serén mezclados para luego realizar las
‘aplicaciones por aspersién sobre los discos o foiiolos Cada ensayo contemplaréa 10 uridades
experimentales

Los controles corresponderan a hojas sumergidas en agua desblada esténl ajustada & pH 10,5 las
condiciones de los ensayos seran de 25° C, con un fotoperioda de 16 h de iuz por 8 h de oscundad

12 Ensayo de efectos sobre enemigos naturales

Para reahzar ecte ensayo se aplicaran la rejor dosis y cepas seleccionadas de cada una de las plagas
Los insectos a evaluar seran Apig melfera © Hipodamia sp, representando los ordenes a ios que
pertenecen ia mayoria de los controladores bic lhgicos, “Se raalizaran dos 2NsSayos uno por contacto,
donde los insectos serdn asperfados con la dosis y cepas seleccionadas artenormente v fuego puestos
en un hatwtat adecuade, sin presencia de las cepas, donde se evailuara su sobrevivencia. El segundo
ensayo consistira en realzar aplicaciones de las cepas sobre el habitat, con las fuentes de alimento
presentes, solucidn esténl azucarada para abejas y pulgones para chinitas, donde se medira e efecto
por ingastion. Lo insectos una vez muertos seran sembrados en placas petrt con agar nulriente, para
determinar |8 presericia de las cepas de Bt

El diseno expenmental sera completamerte al azar, siendo cads tratamiento las cepas a la dosis
seleceionada y con 10 repeticiones, por insecto. Los resultados seran somebidos a un ANDESA v i
exstieren diferencias significativas, al test de separacion de medias de Tukey HSD {P>0.05)

LLos tratamitentos seran aplicacion de cada una de las cepas de Bacillus seleccionadas v un teshgo ain
aplicacion Considarandose 3 repaticiones de 10 insectss por tratamiento.
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{PCA} y se haran coloraciones con azul de Comassie para observar las células con el crisial
bicinsecticida. Cada {ratamiento se hara por triplicado, utilizandose un disenic complelamente al
azar.

4 2. Ensayo de temperatura y pH.

Para medir e efecto dei pH y ia temperatura se haran las siguientes combinaciones:
~pH &5 a 25, 30 y 35°C.
-pH7.0a25, 30y35°C
-pHT5a25 30y 35°C,

Se considera pH 7 y 25° C com¢ condiciones controi.

Para esto se uwlilizarap los bio reaciores, cada uno de los cuales seran llenade con 500 mi del
medio de cultivo. seleccionado de! ensayo | e inoculado con 50 ml del inoculo estandar a una
cancentracidn de 106 esporasimi Durante e procesc de fermentacidn se realizatan 8 muesireos
alas 0, 4,8 12 16, 24 y 48 horas exrayéndose 2mi de jos medios fermeniafives para
evaluaciones de pH y recuento de celuias viables. Los recuentes del microbio se haran por
duplicado por el método de placa vertida en medio Plate Count Agar (PCA) y se haran
coioraciones con azul de Comassie para observar [as célufas con ef cristal bicinseclicida. Cada
fratamiento se hara por triplicado, ullizande un disefio factorial de 3x3.

4.3. Ensayo de oxigenacion.

Ulilzando la combinacién de los factores anies estudiados, se evaluaran 3 sistemas de
oxigenacion.

-. Sin adicion de aire ni agitacion {controb)

-, Adicion de H202 (10 mg/l) cada 3, 6. 12 ¥ 24 hrs.

-, Adicién de aire esterilizado a2 0.2, 1, 1.5 y 2 vol de aire/vol de medio/min

En combinacién con dos patrones de agitacion de 20C y 800 rpm.

E! aire se esterilizara, al hacerls pasar por una suspension de NaCi al 30%

Para esto se ulilizaran los bio reaciores, cada uno de los cuales seran lenade con 500 mi del
medio de culfivo, seleccionado del ensayo | e inoculado con 50 mi def inocufo estandar a una
concentracion ge ?Os}esporas;'mi Durante el procese de fermentacion se realizaran 8 muestreos
alas 0. 4, 8, 12, 16, 24 y 48 horas exirayendose 2mL de los medios fermenialivos para
evaluaciones de pH y recuento de céjuias viables. Los recuentos del microbio se haran por
duplicado per el método de placa vertida en medio Plale Count Agar (PCA) y 5e haran
coloraciones con azul de Comassie para observar las células con el cristal bio-insecticida.
Ademas se deierminara ia cantidad de antiespumanie necesario para cada velocidad de
agitacién. Cada {ratamiento se hara por fripiicado. utilizando un disefio factorial de 2x4x2.

4 4. Oplimizacion produccién.
na vez determinado el mejor conjunto de parametros de produccidn, se iniciara un proceso de

eplimizacién, de ia produccion, a través de la disminucion confrolada de aporle de nutrientes y
energia, al sisterna productivo buscando ai final de! proyeclo poder generar una cantidad de Bt.
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activa Como una forma de ewitar ia contaminacion de las muestras, todas la operaciones de repique ¢
INaculacion se reabzaran en camara de flujo laminar,

Para realizar los estudios de laboratorio, |as cepas seran cuftivadas en matraces erlsnmayer, 2n medio
de culttve leche peptonizada, en agitacién en agitador ortital El crecimiento de las cepas se realizara
con agitacion conbinda, a 25° C, esto permitird tener un inoculo estandar para la realizacion de los
ensayns Tadas los rabajns de inoculactidn se realizaran baw camara de flugo laminar.

La produccién de bactenas, se reabzara en  biorreactores del tipo "air lift" de asa interna Para la
canstruccion de ks biormegcetores, se emplearan batellas de susro de 1L, las cuales seran cortadas por
5U parte superiar hasia una aftura desde 14 cm Las tapas se fabricaran de un material microporaso, ¢on
un didmetro de 10 om, v tendran orificios para los disposiivos de salida de CO2, toma temperatura e
ingreso de aire Una asa interna, hecha de un tubo de wdno con un diametro de 3,0 cm y con una altura
de 5,5 cm, se encortrard en la parte central del biorreactor adhendo con siicona a las paredes 3 través
de soportes Para el insuflade de aire, so emplearan bembas de aireacion para peceras Este aire se
distribwira en ef biorreactor, por medio de una piedra dispersadora, predn paso por unas botellas de
vidrio, conterniendo una soluciin saturada de Nadi al 20% para estenlizar &l atre (Mendoza, 199%3,
modificandose & ingreso de fa areachon por medio de un tuba desde fa parte superior hasta la parte
inferior del biorreactor

Los biorreaciores vacios seran estenlizados usando fuz UV a 30 om durante 15 minutos, previo
tratamiento con hipoclorito de sodio al 20% por 5 minutos

Fara iniciar el culivo se producira un premndculo bacteriano a partir del cepana preexstente Para ello,
ce tormara una pegueha cantidad de bactenas, desde las placas petri, y se creceran en 20 mi de leche
pepionizada, durante 24 horas a 23 °C con agitacion constante. Este preinoculo sera vertido sobire 480
mi de lsche peptonizada contenide =n el brarrector

4 1 Ensayo de medio de cLitivo

Se evaluaran para cada Una de l3s cepas seleccronadas lzs siguientes mezclas de nutrientes, para
determinar &l mejor medio de cultivo de Bt

- Caldo nuiriente.

- Medio Lb.

- Medio CIB.

- Medio PMB

- Jugo de tomate KH2PO4+ K2HP Q44+ (NH4)2504+ CaCi2 7H20+ MnS04

- Juge de lomate + aceite de pescado.

- Jugo de tomate + aceite de pescado + KH2PO4+ K2HP G4 +({NH4)2504+ Call2 TH20+
MnSO4

Se considera al Agar nuiriente, como tratamiento control.

Cada uno de eslos medios de cultive seran celocade en maltrazes eflenmeyer de 500 ml, en un
volumen de 250 mi/ mairaz siendo sembrados, con 25 mi del inoculo estandar suspension de
esporas de Bt. a una concentracion 106 esporasfmi, esto realizado en camara de flujo laminar,
Manieniéndose los cultivos en agitacion, a una femperaiura de 25° C. Durante el procesc de
fermentacion se realizaran 8 muesireos aias 0, 4, 8, 12, 16, 24 y 48 horas extrayéndose 2ml de
los medios fermentalivos para evaluaciones de pH y recuentio de células viables. Los recuentos
de! microbio se haran por duplicado por el método de piaca vertida en medio Plate Count Agar
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2 - Bicensayn de Terreno Deterrminacion en condicianes de campo, de la capacidad insscheida de las 3
cepas de Bacilius thuringiensis evaluadas por especie, para el control de Tuta ahsoluta, Agrotis spp v
Piens brassicae

Esta stapa contempla fa evaluacion de campo de las 3 mejorss cepas obtenidas a partir de los
binensayos de laboratono para ceda especie a controtar.

Para el estudio de ensayos de campo, se selaccionard sectores con allos indices de ataque de aste
grupe de insectos. Los sectores mas adecuados corresponden a la zona de San Clemente, reconccida
productora de hortalizas, v la zona de Colin, que estd entre los mayores productores de temate bajo
plastice u ofra gue muestrs altos indices de ataque de las plagas en cuestion  Los agricultores a
sefeccionar, seran habituales productores de los cultivos en estudio, ubicados en la sépima regidn, en
zonas con historial de problemas de las plagas, seran convenicionales y si existiera la posibilidad en sf
momento, se realizara otra unidad con un productor organico

Para realizar los tratamientos se considerara el estado fencldgico de los cultvos v los insecios El
tratarmientc cortra gusanos cortadores como la manposa blanca de la col comenzara junto ceon la
emergencia de las plantas {lechuga y repolio respeclivamente). Para tomate, los estados a considerar
saran floracidn y formacian de frutos.

Los ensayes de campo seran realizados en camaras mdividuales de aimentacion Estas ¢onsisten en
dos céapsulas cilindricas plésticas de 10 cm de diametro, cublertas en uno de sus exdremegs con una fina
malla metdlica, uridas a una pinza metalica qgue permite fijar la camara a la lamina foliar sin dafarda
fisicamente, e impidiendo la salida de las larvas Esta técrica evita ¢l problema de alterar el tejido v

compuestns naturaies de la planta, con la consiguerte liberacién de sustancias que pueden alterar la
conducta det insecto v del ensayo.

Las variedades de hortalizas corrasponderan a las mismas ulilizadas en los ensayoes in witro £l dissiio
experimental sara de bloguss al azar. Para cada culivo se evaluaran 10 plantas (unidades
experimentales] de tamafic y vigor simtlar. Cada plarta tendra 4 camaras de alimentacion, con una larva
cada una {repeliciones) Los parametros a medir seran mortalidad vy area de dano por la larva Los
resultados seran sometidos a un ANDESA. v si exstieren diferencias significativas, al test de separacidn
de medias de Tukey HSD (P>0 05)

Las plartas <eran asperadas con Una suspensidn de estracto Bt, dlibzando la concentracion LDSO
determinada an 1og bicensayos de laboratono. La aplicacién se realizara al atardecer, ewitando fa
S¥posicon solar

Tratamientos por plaga.

Tt Taestigo absoluto

T2 Conlrot positivo: Dipel{R) 2X en dosis comercial
T3 Cepa Bt 1

T4 CepabBt2

TS Cepa BE3

T8 Piretroide convencional.

5-. Enemigos naturales

3- Determinacion de log pardmetros éptimos de produccion de [as cepas activas de B thunngiensis,
para las plagas en estudia

Para cumplir con esta actividad, se dispone de 10 cepas nativas de B thuringiensis, aportadss por el
doctor Luis Meza Basso d= |z Universidad de Takca, [3s cuales mastraron uns aits produccidn de la tovina
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suficiente para abastecer 20 has de aiguna de las hortalizas. sobre ias que se irabaja en el
proyecte. Ademas de realizar una estimacion de costos de preduccion de cada una de ias cepas
de Bi. Esto se realizaria en los bio reaclores air Bft, conjugando todos los faclores ya
astudiados.

La produccién de bacierias, se realizara en biorreactores del tipo "air lift" de asa interna. Para la
construccion de los biorreactores, se emplearan botellas de suere de 1L, las cuales seran
cortadas por su parte superior hasta una altura desde 14 cm. Las tapas se fabricaran de un
material microporoso, con un diameire de 10 cm, y tendran orificios para los digpositives de
saiida de CO2, foma femperatura e ingreso de aire. Una asa interna, hecha de un fubo de vidrio
con un diameiro de 3,0 cm vy con una altura de 5,5 ecm, se encontrara en la parte ceniral del
biorreacior adherido con silicona a las paredes a iravés de sopofies. Para <f insuflado de aive,
se emplearan bombas de aireacion para peceras. Este aire se distribuira en el biorreactor, por
medic de una piedra dispersadera, previo pase por unas bolellas de vidrio, conleniende una
solucion saturada de NaCl al 20% para esterilizar & aire (Mendoza, 1995). modificandose €
ingreso de la airgacion por medio de un tubo desde la parie superior hasta la parte inferior del
bierreactor.Los biorreaclores vacios seran esterilizados usando luz UV a 30 cm durante 15
minutos, previo tratamiento con hipociorito de sodio al 20% por 5 minutos.

4 5, Evaluacion de sistemas ariesanaies

Paralelamente a la produccion en bio reaciores, se montara et sistema de produccion artesanal,
utilzado en Cuba, el que consisie en:

En frascos de vidrio de 1 |, se afiaden 700 ml de medio de cuitivo, con el pH ajustado al valor
mejos evaluado, eslos frascos se cologan a incubar a la mejor temperaiura evaluada en
oscuridad.

Para cada tratamiento se reaiizaran muesireos alas 0.4. 8, 12, 16, 24 y 48 horas extrayéndose
2mi de los medios fermentalivos para evaluaciones de pH y recuenio de céluias viables. Les
recuentos del micrabio se haran por duplicado por el método de placa vertida en medio Plate
Count Agar (PCAY y se haran coloraciones con azul de Comassie para ocbservar las celulas con
ei cnsfal bio-insecficida. Una vez defectado ef crisfal bio insecticida, se elaborara ef exiracto Bt
para cada uno de [os sistemas. los que seran evaluados para cada una de las cepas
seleccionadas, en sus respectivas plagas

4.6. Aimacenamiento del producto activo

Utitizando el mejor conjunto de parametros de produccion, se produciran en los bio reactores
500 ml de cada una de las cepas de Bl los que se someleran a centrifugacion a 25009 por 15
minutos, eliminandose el sobrenadante, dividiéndose en . El precipitado se sometera alos
siguientes tratamientos:

-.60°C

-.45°C

Con y sin aire forzado, en estufa de secado con aire forzado.
cada una de sslar temperaturas per .

-. 12 hrs.

~. 24 hrs.
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Después de esia efapa se evaluara la actividad in vitro de dosis de cada una de las cepas, bajo
cada une de ios tratlamientos, seleccignando el sistema de secade que requiera menor dosis ¥
concentracion de las cepas de Bt.

El tratamiento mejor evaluado para cada cepa sera sometido al siguiente ensayo factorial.
Facter acarreados

- Taico.

-. Benionita.

-. Zeolita.

Factor temperatura de almacenaje
~4°C

=100 C

- 29 C

Envase
-. Envase de papel aluminizado.
-. Enviase de papel aluminizadso envasade al vacio.

Esto con 10 repeticiones por tratamiento.

Trimestraimente, por 16 meses se evaluara, a iraves de ensayos in vitro. la aclividad de cada
uno de los tratamienfos y (@s UFC por gr. de cada una de (as formulaciones. Los resulfados
seran sometidos a un ANDESA y si existieren diferencias significativas. al test de separacion de
medtas de Tukey HSD {P>0.05).

5 Actividades dei Proyecto:
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Resultados del Proyecto:

Etapa I. Evaluacion in vitro

6.1 Evaluacion 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 xylosteiia y Agrotis spp.

6.1.1 Ensayo l. Para la evaluacion de la capacidad insecticida de las cepas nativas de
Bt., se utilizo 1a siguiente metodologia:

En esta actividad se evalud la actividad insecticida de las 11 protoxinas Bt purificadas, contra Tufa

absoluta v Plutella xylostella y Agrotis spp.

Para cada ensayo de toxicidad, se prepard 6 dosis de proteina por dieta con 10 repeliciones
cada una. Sélo para el caso de las proteinas obtenidas desde Dipel®, se realizaron 6 ensayos
independientes, en fechas diferentes, a fin de estimar en forma mas precisa la dosis letal 50. Este sirvié
de parameiro comparativo, para seleccionar las tres cepas nativas con actividad insecticida igual o

superior al producto comercial.

Cada ensayo fue evaluado diariamente hasta completar 7 dias. Los resultados fueron representados
graficamente como MNumero de larvas muertas v/s Horas del iniciado el ensayo, pero para realizar esta
evaluacion es necesario obtener primero fa proteina desde la bacteria por lo que es necesario primero
cultivar la bacteria y luego obtener la proteina lo que se realizo siguiendo la metodologia descrita a
continuacion

1. Cuitivo del Bt

Bajo campana de flujo laminar, se toma una azada de colonias Bt desde una placa madre vy se
inocula un tubo de ensayo con 3 mi de medio Luria Bertani (LB} {10 gA peptona; 5 g/l exracto de
levadura; 10 g/l NaCl) estéril. E! preinéculo se mantiene durante la noche a 28 °C. con agitacién

continua.

Frascos Erenmeyer, conteniendo 1/4 de su capacidad con medio liguido PMB estéril {10 g/l
Leche Peptonizada; 10 g/l Dexirosa; 2 g/l Exiracto de levadura; 0,3 g/ MgSOsx7 HO, 0.2 g/l FeSOx7
HaQ, 0,2 g/l ZnS0O4x7 HaO; 0,2 g/t MnSOadH0), posteriormente se cambio este por el medio GYS ya que

posee un periodo mas corfo que el PMB para lograr la esporulacion de la bacteria, son inoculados
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asephcamente mediante {a adicion del inocule anterior Los frascos son mantenidas con agitacion

continua 3 28 C hacta alcanzar Ja autdlieis bacternana magma

£l grada de asporulacién del culhvo se establece por microscopia dptica Se redliza un frobs,
tomando una pequena alicuota del cultive que se deposita sobre Ln portacbjeto. La muestra es dispersa
para formar una fina pelicuta, que es fijada al wdric con ia lama del mechero Bl frobis es termdo con Azul
de Coormasie Las esporas son refracliles, mientras que los cristales y celulas vegetativas se tnen de
azul £l Azl de Coomasie se prepara con 0,3 % Coomasie R-250, 50 % Metanol y 10 % Acido acética

glacial Mezclar el Coormnaste y e Metanol un par de horas v luego adicionar el dcido acético Filtrar.

El cultiva ya esporulado es centnfugedo a 4.000 rpm por 10 minutos. Se descarta el
sobrenadarte v ef residus es resuspendido 2n una solucidn de lavado (1 M NaCl, 5 mM EDTA) para
eliminar proteasas La suspension es ceninfugada a 4 0G0 rp.m por 10 minutos y se resuspende e
residuc con agua dectitada esterd, para luego centrifugar nusvamente Este lavads se repite tres vecas
El residuc resuftante, conteniendo esporas y proteinas Cry, es guardado a — 4 °C hasta su utilizacion en

bioensayos

il Ohtencion ge Prioteinas Cry

El restdun obtenide en la fase anterior es lofilizado y luega resuspandido en 3 mt de soiucion de
sclubikzacion {50 mid NaCOs, 10 mM Citictreitol; pH 10.5) La suspensidn es manterida por 24 horas con

agrtacion constante a temperatura ambiente, para luego ser centrifugada a 5 006G rp m

Ei sobrenadante es fransferide a un vaso de precipitados y se agrega Sulfata de armonio
suficiente para product una solucidn al S0 %. Este procedimiento permite precipitar |25 proteinas en

solucion. La mezcia es mantenida a 4 °C por 12 horas

La solucion es centnfugada a 10.000 rpm  Se descarta el sobrenadante y el residuo, que
cofmiens a la proteina B, &5 resuspendido en 500 wl de agua esténl pH 105 La solucién resultante es
transferida a una membrana de didlsis, que es mantenida =1 agitacion en agua esténtl pH 10,5 durante 3
horas Se recomienda cambiar 2l agua al menos tres veces Terminada la digiisis, la protetna punficada
y solubllizada es transfenda a un tubo eppendorfi esténl  Finalmente, estas muestras son conservadas

a-20 °C hasta su ubiizacion en las ensayos postenores
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La cuartificacion de |a fowna oblenida e realza por espectrofotometria, ublizando el metodo

Bradford v lectura a 595 nm. La concentracion se expresa en pg/mil

El grada de pureza de fa proteina obienida es evaluada por dlectroforesis analiica en
condiciones denaturantes La electroforesis se realiza en geles de poliacrilamida-S05S . La solucion de)
ael separador contiene 12,5 % acriiamida-tisacnlamida 4071, ert un tampon 275 mM Tris-HC! pH 8,8 v
0.4 % S0S. La polrmenzacién se imicia con la adicidin de 0,02 % de persulfato de amonio v 0,168 % de
TEMED Luego de la polimertzacion, se prepara una solucion de gel espaciador que conbiene & % de
acrilamida-bisacrianuda 40:1, en un tampon 62,55 mM Tns-HCH oH 58 v 0,075 % SDS. Los agentes

poimenzantes son adicionados en la misma proporctdn dque al gel separador

Las muestras a analizar, son mezcladas con un volumen de tampon Lasmmit 2X £125 mM Tnis-
HCIipH 6.8, 4.6 % SDG, 20 % glicerol, 10 % Pf-mercaptostanc!l v 0,1 % arul de bromofenol). La mezcia

resultante es calentada a 100 “C por 5 minutos antes de ser aplicada at gel

El tampon de electrofaresis conbiene 25 mi Tns-HCH pH 8,3, 192 miv glicina v 0,1 % 805 La
electroforesis es conducida a 50 mA hasta que el frente de migracion alcanza el borde inferior del gel Al
concluir la separacion, el gel es fijado en una soluciin al 20 % etanol v 10 % acido acético durante 30
minutos. Luego, e gel fue tefido durante 1 hora, con una solucion que contiene 0,3 % de azul brillante
de Coomasie R-250, 50 % metancl y 10 % acido acélico El gel es luego decteritdo para revelar ia
presencia de bandas proteicas, uliizando 1a misma solucion de fijado En cada corrida electraforéhica se
analzd, ademas, una mszcla de profeinas de peso molecular conocido v se estimd el peso moiecular

aparents de las proteinas de interes
. Evaluacién Actividad Insecticida de {as Proteinas Bt.

Se evaluo |a actvidad mzecticida de las texinas Bt purificadas y solubilizadas sobre larvas de

dos especies de insectos Tuta absofula | Agrotis spy Plufelia xyiostelfa

En lxs bicensayos se utilzd €6 dosis de cada una de las toxinas examinadas. Las
cancentraciones de las tounas evaluadas fueron las siguientes: 1.25, 25 50, 100, 20 G v 40 0 ug/ml
Para este efecto, se prepard 10 mi de cada solucién de tosina, resuspendiendo una alicusta adecuada

2 tdna en el volumen necesarto de agua destilada estéri|l pH 10,5.




2 COREENC: D CHELE
- 0 L FE T L W AT B
I A0 0N AR AR

Se tomo hojas de tomate, morfoldgicamente simifares, desde plantas que no han recibido
aplicacion de plaguicida alguno. Las hojas son lavadas con una solucion de Tween 20 al 0.3 % y jusgo,
lavadas en abundante agua destilada estenl y secada entre dos toailas de papel. Las hoias son entences
sumergidas, ndividualmente, en cada una de las sofuciones toxicas v el conjunto se mantiene con
agitacion suave por espacio de 1 minute Las hoas son extraidas desde las soluciones y secadas a
temperatura ambiente sobre una superficie no absorbente. A continuacion, se acomodé en el peciolo de
cada hoja una mota de algodsdn humedecide con agua. Posteriorments, fa hoja es depositada sabre una
placa Petri de 5 ¢m de diametro, provista con un circulo de papel filko hiimedo en su interior. E £N5ay0
congidera incluir s4lo una larva por cada placa Petn y se ensayo 10 insectos por dosis, contemplando,
ademas, un numero equivalente ds testigos en que la solucian de toxina es reemplazada por el vehiculo

liquido

|

...m_ﬁ
|
|

}
|
|
|
|
|

e TR P —
-

Figura 1 Maontaje ensaye in vitro, Bt para evaluar capacidad insecticida sobre Tuta, en foliolos de Tamate

Al imciar el ensayo, las larvas, pertenscientes al 22 estadio, fuercon depositadas sobre hojas
fratadas con la solucién de toxinag o en su defectn, el vehiculo liquide sin toxina Los ensayos se
prolongaron por 168 horgs, manteniendo cada unidad expenmental a una temperatura de 25 °C con un
fotoperiodo de 16 8 horas luz/oscunidad. Los inssctos son monitoreados diariaments para reqgistrar Ia
mortahidad, humedecer o papel filro y algoden con agua Los datos de mortalidad fueron redistrados

diariamente por &l fotal de dias contemplados en horas

Para el caso de larvas de Agrofis v Plutella & procedimiento es similar, satvo que aqui se frata

de circulos de hojas de repolle sumergidos en las soluciones de toxina
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Se obtuvo la curva de mortalidad de larvas T absoluta, Agrofis v Flulella producidas por

CIPEL®:. Esta fue empleada como punto de comparacion v seleccidn de las cepas nativas a evaluar en
P P P

condiciones de campo (Cuadra 1) El parametro de comparacion es el parcertae de mortalidad a las 24

horas, can una dosis de 10 ugéml, que corresponde a fa concentracion que génerds una mortahdad mas

temprana, diferenciable del testigo

Tuta abscluta

Cuadro 1. Mortalidad de Tuta absoluta, por efecta de DIFEL®, expresado en porcentaje. bajo

eh distintos tiempos a una Jdosis de 40 pgfmi

IT Cepainoras 24 ] a8 J 72 ;I 96 J 120 1| 144 }
) CipelR] & 3% } 26,7% { 43 3% ‘J B7.8% 3 87.7% i* 92, 6% J
fl pw{ a0, 0% ( a0, (% f an, 0% |l a0, 0% |’ Q0 08 { a0, 0% II
L -.SBJ 1, (1% 5 50,0% { B0, 0% ‘L B0, 0% l[ 70, 0% { 80,0% f
f ?25[ 0,0% f 0,00 f 00% | 400% 1l 50, 0% f 60 0% J
r _:;.’Jgi 7% ( 0.0% { 0.0%d | 40.0% 1' 70.0% f 90.0% ll
r .‘F_M‘ai 0.0% ( 0,0% ( 0.0% l‘ 40, 0% i 70.0% L 90,0% g
{ m{ a,0% ( G, 0% { 20.0% t 50,09 i 80, 6% ( 56.0% ﬂ

Dados Ios resulffados mostrados

OIFEL® es 66 b, capar de matar el doble que Cipel®a las 48 hrs

eri Cuadro 1, podemas ver gus & unica cepa que supera a

De! resto, 185 Unicas can up

potencial similar son la 114, capaz lograr mortalkidades simiares a las de Dipel® & las 96 horas de

iictado el ensavo. v fa cepa PN, que no pertenecs a la colencion de la Universidad de Talca Es la tnica

que supero a DIFEL®, logrando un 90% de mortalidad a fas 24 horas  Por lo tanto, estas tres cepas son

l@s selecoionadas para &l ensayo 7 viva,
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Agrolis sp

£n el ensayo de Agrolis, se obtuvieron montalidades extremadaments bajas (Cuadro 2)
Cuadro 2. Mortshdad de Agrofis, por efecte de DIFELE: expresado en porcentaje,

bap dishntas dosis v en distintus tiempos

u : 1
h@nﬁ:“;f;irast e | T ( o6 .|l 120 }} 144 | 168 }
P 128 ugfmt! 0 l 00 | 87 | 87 \ 6.7 i| 67 | B |
E 2.5_pglm1:f 9 ) 67 | 67 i 10.0 \ 133 El 133 ] 133 )
j 5ugimi| 0 ) 3.3 ; 10,0 E 16,7 J 20,0 :| 20,0 ] 20,0 )
!T 10 ugimi! 0 |l 10,0 ] 13.3 :’ 16.7 } 20.0 ] 20,0 J 200 )
{ 20 ugim| 0 |.[ 10.0 11 20,0 51 20,0 l! 20,0 1' 20,0 f 200 [
{ 40 ug/mt{ @ t 87 | 13.3 | zo.oj'( 233 | 233 | 233 |
( controfi: 0 {l 0o fo‘ia i—ﬁl‘l “'. _fif-f"% or _'7:"5.'0_1

Letida & las bajas mortalidades abtenidas en ef pnimer ensayn este se realzo nuevamente, durante =|
mes de febrero de 2005, con dosis mayores a las uthzadas para Tuia, coma 2e puede observar en el

cuadro 3 con las dusis evaluadas no s alcanza a obtensr un LDSO durante ef Hemipo de evaluacion

Cuadro 3. Mortalidad de Agrobs por efecta de DIPEL(R}, expresado en porcertaje,
baio dishnias dosis y en dr-:tmtu tiempos

Dpsis | ‘ ] f
24 |=ﬂ.o 72 lee 1 Ima |

1 ugimlyhoras 1 ‘ [ ‘ ! : f

I: !
10 ugimi I E [0 9 [0 B fn 1
{20 pgiml [oJo o ]5 10 IENIE /
1

3411 Lgfmi J 0 ] 0 ] E 10 LSU Il‘ 20 } an )

| 80 pa/mi 10 E 0 [15 |25 145 )45 |

H F |

| Corfrof |0 v jo T ERRE ‘}

Debido a estos resultados c= cescarto el sequir rabaiando con Agrofis, va que debido a que = LDED era

tan alfo no era posible obtener ta prateinag necesara para realizar estos ensayos
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Piutelia xylostella

Figura 2 Montale ensaye 1 vvo Plvtella xyfostelfa sobre hojas de repolio

Cuadro 4. Mortalldad de Piufelfa, por efectn de DipebR, expresado en porcertale,
r_bdju distintas dosis v en distintos tlempos

| Dwisis ! 5 i ] ’
\ LT o as \ 24 44 '| 12 9"@( ’YED< ‘14—&‘ 1858
L 1,25 uglrat | 0l n| 5 0| 43 | 45l ‘i’
( 2.5 uglmi | i 10 1q 5] 30| 30| 45

| 5 ugfmi | 0 5] 20 25) 25) 50 a0
\ $0 pgimi | 9 15 ] 30 | AQ 30} 80| 05 |
i' 211 ugfmi | | 25 | 35( 25 50| Sl 70|
| 40 pertend | a] 15| 25| 40 45] §5] 75|
| Contral | 0) 0] o) 0j o] 0 o)

Como 52 aprectd en el cuadro 4 la mortalidad de Plutefia xyiostaliz e de un 75 % con la dosis
maxirma, menor gque la obtenida para Tufa afsoluta constdsrando la misma dosis (20%} pero mayor que
fa obterida para Agrofrs sp (30 %), de esta mortalidad debe considerarse que un porcentaie

corresponde a larvas a las que Dipek® indujo a pupar, las cuales no fueron individuns viables
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Cuadre 5. Mortalidad de Piufelfa por efecto de cepas nalivas, expresado en porceniaje,
e distintos tempas & una dasis de 2.5 pa/ml

Eﬁ’pa froras | 24 4% 72 ag] vzl sl seel
Dipai® | 0 10 10 15] 20| a0 45|
| 1tMa J 0 0 30 60 60 75 35
| 114 } 0] 30 45 60/ 751 75) 75|
| Faso Mevado | e? 5 30 ’ 55| sl 25| 25
L Urltruli o o 0! of 0l u[ ol

Cuadro 8. Mortalidad de Plutelia por efect de cepas nativas, expresado en porcentaje,
en distintos hempos a una dosis de 10 0 poiml.

{ Cepa i horas | 24| 45 72§ o6 120l a4l 188
| Dipel® |' o] 15 30| 40| 40| a0, 55
{102 3 u! 15 | 751 w0l ool 100l 00|
1114 ! 0] 15 4% | 75] g5] 100} 100]
| Paso Mavado | af @l el 75l el el 00l
.{ Control | ol ol 0} 0| 0| 0f ol

Cuadro 7 Morlalldad de Flutefia par efectn de cepas nativas, expresado en porcertae,
2 distntos hampos a una dosis de 40 1 pg/mi

|Cepathoras | 24 4% | 72} o6 120l ta4l 1esl
{ Dipel® | af i5] 251 40| 45| 55 | 75|
[ 104a J o] 5] 75 e I R T
1114 | ol 45| 45 g5 1000 100 100)
(Eer: Mevado | o) w75 wol  1o0l el 1oc]
1, Control| o 0| 0| o of { o]

En los cuadros 5, 6 vy 7 podemos nbservar que en todas [@s dosis las cepas nativas
superan a Dipel® ademas de que e< una mortaldad efectiva no se observo el mismo efecto
que con Dipel® el cug inducia a las larvas a entrar en estado de pupa, a pesar de gue todas
las cepas consiguen eventuaimenls un 100 % de mortalidad de las tarvas 4 cepa 104 a lo
consigue & las 96 horas con una dosis de 10 pafmi, ia cepa Paso nevado o consigue a fas 120
horas con la misma dosis v la 114 2 [a5 144 horas Esta diferencia disminuye con la dosis
mavor de 40 uyg/mi donde fas cepas 104 a y Paso Nevado logran un 100% de moralidad a
496 horas mientras que la zepa 114 lo hace = las 120 hvs La cepa naliva méas =fectiva para
Fluteiia xviostolla soria la cepa 104 a sequida de la cepa Paso Nevado, confirmandose los
resultados parciales obtenidos en el ensayo (7 wivo para Tuia absoiuta de que astas son las

Cepas mas prometedoras
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6.2.1 Evaluacién in vivo de la capacidad insecticida de las cepas de Bt efectivas en
cullives de tomate, infestadas con Tula absoluta

6.2 Etapa il: Evaluacion in vivo

Se frata de un ensayao w2 vive, que pretende walorar |a eficiencia insechcida de tres cepas del
Bacitius thunmgiensis (B), utlizandsse para este efecto, las proteinas y esporas producidas por cada
cepa cultivada El objetive es, entonces, comparar = nivel de dario en plantas de tomate, tratadas o mo
con cepas del Bt

Las cepas Bt uliizadas, son aguelas tres, que en ensayos controlados de laboratorio, han
mostrade una eficiencia insechicida, gual ¢ supenor a la mostrada por a cepa comercial Aacifue

thuringiensis var kursiak {DipeiB)

Figura 3. Exterior Tonel con Plantas. Figura 4. interior Tune, irfeccidn Tolivlos

Los ensayos se realizaron en las dependencias de Bio insumos MNativa, sobre plantas de Tomate
var Presto, que fueron cultivadas en bolsas con 4 ros de susirato {turba.arena compost; 1.1:1) Como
oraanismas blanco se uhlizaron larvas de la pollla det tomate (Tufa absciuta). Bl formulado comercial
Dipel® Fue ublizado como parametro comparativo, v plantas sin tratar, come control Las plantas fusron
dispuestas completamente af azar dentro de un tunel con maila antiafido v s realizo & infeccion previa
de las plantas itberando adultos de la polila del tomate El ensavo inicio con plantas a las cuates se
elimino todo resto de hoja danada Cada tratamients consta de 6 repeticiones, cada repaticidn consta de
Lna plarta, que fuernn asperjadas con 200 mi de la suspension a evaluar, a una concentracién de 30
pafmi Bt procedimiento se evalud a partir del tercer dia de la aphcacién hasta fin del cultive Las
evaluaciones comprendieron porcentals de foliolos con darfio de Tuta, numere de larvas presentes y

severidad de los darios, eapresados como area de lesidn

En el ensayo fue realizads durante los meses de Abn- Mayo de 2005, & trata de un ensayo 1

viva, efique se pretendia valorar la eficiencla insecticida de tres cepas del Bacifius thuringiensss (Bt),
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utihzandose para este efecto, las proteinas v esporas producidas por cada cepa cultvada El objetivo es,

entonces, comparar < nivel de darfio en plantas de tomate, tratadas o no con cepas dei Bt

Las cepas Et utilizadas fueron aquelias tres, que en ensayos controlados de taboratono, han
mastrado una eficiencia insecticida, 1gual o superior a la mosfrada por la cepa comercial Baciivs
thuringiensis var kurstakr (Dipel@).

Los ratamientos fueron

T1 = Dipel (HD 1)
12 =Cepa 114
T2 = Cepa 104 &
T4 = Cepa PN

T5 = Cardrol sin aplicacion

8l testan y planta ratada con cena

Figura 5 Cuferencta grado de dang entre

En la evaluacion de numero de dafos no existto ninguna diferencia estadistica enire los distintos
tratariertos{Grafico 1), lo mismo sucedic con el numero de iarvas sobrevivientes, pero agui se puede
apreciar tendencia (ver grafico 2), que la cepa FN a1 el ensayn se provecta en = tempo tendria,
exponencral mente cada ves una poblacion menor por lo gue la diferencia con las ofres cepas ncluida
Dipel® aumertaria | lo que nos ndicarfa que seran necesanas Un menor numerc de aphicaciones del

producto
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Grafico 1 Efecto de las aplicacionas sobre el ndmera de ganios Mo se aprecia diferencia estadishica
significativa entre tos distintos ratamientos
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Grafico 2 Efecto da las aplicaciones sobre el ndmero de larvas sobrevvientes. No se aprecia diferencia
estadistica significativa entre los distinies tratamientos

Comi se aprecia e el graftco 3, existe una diferencia entre el testigo v los tratamiertos, aungus

todos hienen un efecto sobre el area de darfio, la que presenta una mejor perspectiva para ser utilizada en
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un ensayo de campo es la cepa PN, va gue como se djo antentormente, esta tambien presenia una

menor sosbrevivencia de larvas
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Grafico 3. Efecto de las aplicaciones sobre el drea de dafic mismas lefra indica que no =wsta diferentia
estadishca significativa

6.3.2 Evaluacion in vivo de la capacidad insecticida de las cepas de BL efectivas en
cultives de repoilo infestadas con Plutella xyiostelia.

Bl Procedimierto fue identico & ubilzado en of ensayo para Twfa shsofvie en plantas de tomate,
utiizando plantas de repolio como planta hospedera y realizande una infeccion previa con Plutells
xylostelta

Las tratanientos fueron
T1 = Dipel® (HD 1),
T2=Cepai14 ,
T2 =Cepa 104 g
T4 = Cepa PN,
T5 = Control sin aplicacion

En este ensavn se pretendia evaluar Severidad de la infeccion Area Danada y mortaiidad, esta Uitma
fue imposible de medir ya gue esita larva a difersncia de tuta asta sobre la hoja v es amposrb!e distinguir a
que Tratamiento podria corresponder cada larva, ya que casn a susio, si pudimos cbservar gue existe
una diferencia en ia severidad de ateque observada, obteniéndose los mejoras resultadss en la cepa 114,
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stendo ademas concardante con que esta cepa fue la que fuvo el menor area darada, aunque no existe
una gran diferencia entre 1as cepas sl se observa una diferencia contra el teshign absoluts

Cuadro N’ € Etecto de las dishintas cepas sobre sevendad y Area dafiada

Tratamiento | Severidad Area Danada cm® |
T1 Dupel 15 = 070 ab

T2 Cepa Paca Nevado 10 ahc N43 a

T3 Cepa 114 033 a (G 1534

T4 Cepa 104 3 05 ab 10 167 2

15 Conired 10 abc {045 a

T6 Testigo 15 & [146 b [
Misma letra no exste diferencia estadishica signifinatial uley)

6.3 Etapa lll: Ensayos en campo.

6.3.1 Evaluacion de la capacidad insecticida de las cepas de 8% efectivas en cultivos de tomate,
para ¢l control de Tuta absoluta..

Se lrata de un ensayo de campo, que pretende valorar |3 eficiencia insecticida de ires cepas
del Baciffus thurimgiensis (Bt)sn condiciones de campo, utihizandose para este efecto, las proteinas v
asparas producidas por cada cepa culivada El objetivo es, entonces, comparar e nivet de dafio en
plantas de repollo, tratadas o no con cepas del Bt

Las cepas Bt que se utiizaron, son aquellas fres, que en ensayos contralados de {aboratono, han
mostradn una eficiencia insecicida, 1gual o superior a la mostrada por ta cepa comercial Baciivs

thurmngrensis var kurstaki (Dipek®)

Cuadro M 8 Efecto de fas disiintas l,v-‘-pas Sf’rDl'e Mortalidad, Area Dariada y severidad en tomate

’ T'raw'meﬁt_ B Area Datada | Sevendad | Moriahdad
%T‘: Dipeh £33 a 35 2 }2 I
jTl Teshge 9997 an 3832 = 06T &

)E' Cepa Paso Mevado
EA Cepa 114

}TB: Cepa 104 a

lTG Mezcla P N+ Bs

10 583 ab 4187 ab 11533 ap )
15082 b JM] ab 1206 b |
14 667 b )4 0 ab |1667 ab j

o
18.500 D 4833 h Izsa:« b
|

f
Misma lelra no existe diferencia estadishca significativaitukey)
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Segun se puede observar en el cuadro N° 9 los mejores resultados sor los obtenidos por Dipel, seguidos
por la cepa 114, estos resuitados fueron obterwdos en un  cultive gque se encontraba con un muy alta
infectacion de tuta y en etapa senecente de la planta por lo que estd fueron repetidos en las zonas de
Colirt y Guiliota.

Ensayo Colin

Predio Sr. Juan Carlos Villacura, se consideraron dos tratamientos aplicacion de Bt y Tratarniento del
huerto, una nave como unidad experimertal, se consideraron fres repstictones por tratamierito,

Figura 6 Aplicacion de Bt en Plantas de Tomate, Ensayo Predio Sr Juan Carlos Villacura

En este ensayo se pudo apreciar una disminucton en ia presencia de larvas por foliclo, con la
consiguiente disminucion en el area danada. Ver grafico 4

Larvas/Faoliolo
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Grafico 4 efecio de los distintos tratamientos de larvas vivas de Tufa absolufa por foliolo en
plantas de tomate

Ensayo Guillota

Predio Agrotom Lida , se consideraron dos tratamienios Bt v fratamiento  del huerlo, con dos
naves por repeticion y fres repeliciones por tratamiento, evaiudndose el numero de racimos por planta, el
numere de frutos por racimo, y la presencia ¢ ausencia del insecto por planta, tanto en su estado adukto
como 20 el larvario, que s el que producs ef dano

Aunque estadisticamente no se observo diferencia para la presencia de dafo por
polita(grafico5;. si hubo diferencia en la presencia de larvas por planta(grafice 6; no
encontrabndose larvas vivas en ias plantas tratadas con Bt, asi mismo en las plantas tratadas
con Bt pudo obsersarse un mayor numero de racimos por planta (grafice 7y y frutos por
Racimo(grafico 8)

Figura 7. Vista parcial del ensayo, dafioc provocado por Tula en tratamiento huerto. dafio
provocado por Tuta en Tratamiento Bt
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Gréfico 5 Efecto sobre 1a presencia de Dafio por
sobwre
Poiibu del tornste

Racimos/Planta
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Grafroo 7 efecho de la aplecacion de Bacillus thurrigrersis en

el muraero de racimos por planta en tomsates

Grafico € Efecto de 1os distintos tratamientos

\a presentin de larvas por plarts

Frutos/Racimo
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Grafico 3 Efecto de la aplicacion de Bt
sobre el numere de frutos por racimo
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6.3.2 Evaluacién de la capacidad insecticida de las cepas de Bt efectivas en cultivos
de repollo para el control de Plutelia xylostelia.

Se frala de un ensavc de campo, que pretende valorar la eficiencia insecticida de tres cepas
del Baciius thuringensis (Btlen condiciones de campo, utiizandose para esta efecto. las proteinas y
esporgs producidas por cada cepa cultivada. El objetivo es, entonces, comparar el nivel de dario en
plantas de repollo, tratadas o no con cepas del Bt

Las cepas Bt que se ubihzaron, son aquelias tres, que en ensayos controlados de laboratorio, han
mosiradc una eficiencia insecticida, igual o superior a la mostrada por |z cepa comercial Bacitfus
thuringiensis var kurstaki (Cipel®),

Se uilzo un disefo de biogues al arar, & ensayo consto de seis fratamientas cada uno con tres
repebiciones, cada bloque consishé de tres dartas Ademas de una hilera para cada ratamienta

El 2nsayo se llevo acabo en lg incalidad de Maule, an un campo con un alto grado de infestacidn
por Plutzla, tanto que el agnicultor dejo 2| cuftrvo abandonado

Los tratamiertos fueron

T1 Cepa Paso Nevadn

T2: Mezcla 50 50 Cepas Paso Mevado ¥ cepa 114

T3 Cepa 114

T4 Control Quimico, Tamaror(®

TS Control Absoluto

Cuadro N° 10 efecto de los distintos Tratamientos sobre Area Dafiada y Numero de lesionas.

Tratareentn bArea N de Lasiones
| Dafiadalmm2)

T1 Capa Pasn Nevadn \ 1579 at \ 29 BET ab

T2 Mezcla cepas 1 1521 667 ab ) 22657 &

T3 Cepa 114 ) ATTT7 ab |4 b

T4 Control Qaimion ] 1120 8 Eﬂ ak

TE Conrol Aoeoidto | 1682 323 20 EGE

76 B j 18T 867 b Ea ah

Como se puede ver en &l cuadro anterior y tal como era de esperarss los mejores resultados fuerori los
abtenidos con &l confral gurmico, pero no exste una diferencia estadistica apreciable con los resultados
obteridos tanto por las cepas por separado como de su mezcla, si se observa una diferencia con el

cortrol absoluto al cual no se le aplico ningun producto
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Bl diseno expenmental correspondic 8 Bloques compistes al arar, com cinco repeficiones por
tratamienta. E! ensayo se sstablecio en ef mes de mayo del presente ano (Foto 8), la vanadad eledida
correspondio a Magnum  La parcela experimentat consictio en nusve hileras de 14 melros cada una,
sembradas a dos semillas por goipe v a dobie hilera, regadas con cintas de nego y de acuerdo a ias
practicas culturales usuales en la zona

LA

Wy . i .
Tl T .@__ Sl R N e - 5 L
Wista Farcial del ensayos Figura 9 Larva de Spodoplera sp.

Figura &
Aproximadamente un mes despues de sembrar | se observa un ataque natural de larvas del gusano
cogollero { Spodfontera sp ) Esta plaga ataco hoas v tallos de las plantas, slendo estos diimos los mas
atacados y dafados llegando a caer gran numero de estas (40-45% del total de plantas). El ataque fue
intenso por o menos dos semanas hasta que se aplicd Baciivs thuringransis como ceba. La aplicacion
se realizd gl 13 de junio del presents, por fa farde, considerando el habito nocturno de estos lepidapteros.
La preparacion consistio en una mezcla de 20 g de Bacifus thuringrensis, 500 g de azucar v 500 g de
asermin , a esta mezcla se le adiciond un poco de agua y e anadio en e cuelio de todas las plantas

o o

Fraura 10 Panta con dano causado por Fiquratl Preparacidn del cebo
Larvas de Spodagfera sp.
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Tratamientos

Graficy 10 Efecto de Bt sobre el numers de farvas por Planta misma latra indica no ewste diferencia
estadisticsa eignificativa

Despues de 7 dias, se evaiué el ataque de Spodoptera sp. en los failos, verificandose una disminucian
de 5% en el danos en las plantas (Fotoi0) Ademas. se comprobo la presencia de larvas vivas, tanto en
el cebio (Foto 11), asl como en g| suelo

Evaluaciones posteriores permitieron verificar una reduccion del dario en un 95-100 % Pasterior a la
evaluacian, se venfica la erradicacion total de la plaga en e cultivo. No s verificd reinfestacidn ni ataque
de fa plaga hasta el final def culivo

Conclusién La aphcacion de la formulacion en base a Sacillus thuringiensie, aplicado como cebo uvo
una gran eficacia en contra de Spodoptera sp. en €ss sentidn bastd solo una urica aphcacion para
controfar a la piaga durante todo &l culivo, ademas su aplicacion fue rapida, facit y no interfind con olras
practicas de manejo dal cullivo.

Responsables de la \nformacion: Sra Evelyn Cajias. Srta. Francisca Estefane v Sr. German F
Sepulveda Chavera. Fac Cs, Agronomicas, Umiversidad de Tarapaca
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6.4 Etapa IV: Desarrolio sistema de produccion y transferencia

6.4.1 Ensayo li. . Temperatura y pH

Para medir el efecto det pH v la temperatura, se realizo un ensayo compleiamente al azar con
arregio factorial 3 x 3, doende los factores fueron fres temperaturas a es valores de pH inicial, que fueron
o3 siguientes
-pH 65228 24y 20°C
-pH 70828, 24y 20°C
~pHT5al8 24y 20°C

Se considera pH 7,0 y 25° C como condiciones contro!

Se uthzo matraces erlenmeyer de 200 mi, con 50 ml de medic PMB, gue fueron meculados con
ng sushenston de esporas del Bt a una concenracion de 108 reporasfnt Los malraces se marntpaeron
con agitacion constante a 300 rp m , en cada una de las temperaturas yva mencionadas

Transcurmdos 15 dias, tempo estandar para la formacion de esporas v cristales de endotoanas,
se evalud la produccion de proteina Cry y biomasa en cada uno de los tratamientos. mediante las
metodologras descritas en anteriormente Cada fratamiento se realizo con 5 repeficiones, y se ulilzd ta

cepa 104a, que s la mas dificil de cuttivar

Al evaluar los parémetros de pH y temperatura, se aprecia que los mayares niveles poblacionaies
se obbenen a una femperatura de 23 °C y con pH 6.5 {Cuadro 11}. En cuante a la produccion de
endotowna, se aprecio [os mismos resultados, fero sin ser estadisticamente sigrificativos.

Cuadro 11 Efecto de la temperatura y pH en el cultive ds |a cepa Bt 104a

rH ( gl [ UFCimi Proteina {ug/mi) ?
L B5 f 28 t 8432107 g | 32 58 il
(65 [ 2|  aiexioa 3455 '}
{685 | X0 | ERT 26.06 i
!'L 7o | 28 f 1.0310" b 34 45 1
(70| 24| {7Sx 1T b 34 74 ‘
j 70|20 3 20310 b 3216 g
,;' TS | 78 ; 5 60x107p 38.16 T'
L 75 | 24 | 7 35107 28 65 T
{%5 20 1] 101x10"p 30.22 Kl

1




\‘-1 CARFERMNCG DE CHILE
- it TLRALAIRN RS £
NN ATICN Aol ARES

6.5.2 Ensayos lil: Oxigenacion

Utiizandao ios resultados de ia combinacton de factores antes estudiados, e evalud los sistemas

de oxgenacion siguiertes:

- Sinadictén de agire ni agitacon (control)
- Agtackdna 2501 bm
- Agitacion a 300 rp m

-Agtaciona 350 rpm

El montaje v evaluacion de este snsayo, s &l mismo descrite para anuel de fempearatura v pH
En cuanto al ensayd de axigenacion, se trabaj a una temperatura de 28 °C con un pH inicial de
€5, lograndose 1a mayor produccion con 300 rpm ya que con 350 rpm. se generaba un exceso de
e50Lma

iZuadro 12, efecto del nivel de oxigenacion sabre la pablacion y proteina obteryda

[RPM. ] UFCimi | Proteina (uymi) |
) K { 343000 ¢ ] 023 ¢ ‘|
| 250 , 5751041 ab % 28 BB o |
'! ATD ) 210 & k RERNLEE- |
ll 350 h 1 02010 b '] ITEE D ‘

. Evaluacion de Medios de Cultive Alternativos.

Tomando como base la formudacion del medio de leche peptorizada (PMB), se prepard seis
nuevos medios, en los que se reemplaza las fuente de carbohidratos v aminoacidos {dextrosa y leche
peptonizada) por fuentes homalogas, de facil adgquisicidon y bap valor economiics La concertracion de
salss ofiginal permanece sin alteracidn, misniras que ia de astracta de levadura varia entre 0 v 10 gf

Los formukados son os siguientes:

T i

| Media | Glucosa’ | Extracto de Levadura | Harina Pescado |
M1 i 5 [ 10 1 {0 :
| M2 s 10 i 0 | 10 '
| 43 F, o | g | 5

@ | ] [ 10 [ 1

| M5 ] 5 0 | in .
e | =} | : |
(MPB |

("} Glucosa de uso doméstica
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Cada ensayc contemplo el culiivo de dos cepas del Bt por medio. Estas cepas se caracterzan
por prasentar un reductdo tiermpo de Culivo para alcanzar ta fase esporulante Ef medio PME es uhlizado

coma patron de comparacion

Frascos de 250 mi. conteriendo 50 ml de media de cuitivo, se inoculan con la cepa del Bt a
evaluar v se mantienen con aaitacion constants a 28 °C El desarrolio del cullivo es evaliadoa 1os 3, S
7 dias Bsjo campana de flulo laminar se toma 10 pi del eufive, y se extiende sobre un portachjefo La
muestra ec fijada, tefsda con azul de coomasie y observada =l microscopino Optice. Los pardmetros a
evaluar son abundancia bacterana relativa v estado de desarrollo (fase wegetativa o esporulante)] E
ensayo finaiza al detectarse presencia de proteinas Cry en el medio FMB y se procede a cuanbficar la

biomasa y proteinas Cry productda en cada tratamients

La tiomasa producida en cada mecio, se efectud por conteo de Lnidades Formadoras de
Colerias {CFU} (esporas) Para esto, 1 ml del medio de cuttva 25 dilundo sernalmente en 100 mi de agua
destilada, hasta obfener una dilucidn 10%. 100 W de esta diucién son sembrados en Lna placa con medio
salido LE, la que es mantenida a 28 °C durarte 18 horas. Después de este tiempo se realbiza recuentc de
colonias bacterianas  La cuartificacion de protefnas Cry e reafizd ubthizando la metodoiogia descrita

antertorments

Las nuevas formulacionss no permitieron abtener resulfados optimas, comparables a ios ohitenidos
con el medis PME En general, sélo se abfuva un desarrofio escase de celulas bacienanas, gue se
extendid mas alla del requerido para abtener isis en & medio PME. Sin embargo, estos resultados no

son concluyerntes Problemas de disponibtidad de agitador orbital impidieron la continuacion del ensayn
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§.4.3 Evaluacion de sustratos inertes y forma de secado para aimacenaje y formulacién

Basandanos en la experiencia dada por el Trabajo con ias cepas biocontroladoras de Bacterias
filopalogenas de Bacilluas spp. Se decidio seguir el meleds gde secado por capas con el que se
lograren para Bt niveles de eficiencia similares. Es decir cercanos al 95%(Cuadro 13), esto por un
pesiodo de 12 meses. Uitilizando zeolita como medio acameador

Cuadro 13 Porcentaje de supervivencia y actividad de Bacifius spp.. bajo distinios sisiemas de

secade después de 12 meses de almacenaje.

Letras distintas en una celumna indican diferencias significativas enlre las medias, segumn test

HSD (F<0.05).

l o Actividad |

icepa | Secado | % UFClgr.
'] L . } b
II' Camara 1 140% a) 659% b!
| ] I ,
| Mallerauce ‘Horno | 5.0% a|| 490% a|
| \Homoen | '| ’
[ capas ! 95.0% b!  98.0% ¢
!’ ‘Camara | 11.0% a|  76.6% a
| sikcun  Horno |  sowal 543%a
! | Horno en I i
| | capas ’ %0% bl 100.0% b
|i Camara | 143% al  602% b
| | o I 2 f :
T —r {Hommo | 9.7% a, 49.0% ai
l'l "Horno en i! ?
| | capas 95.0% b Qa.Ufﬁ_h__:_:_ii
) |Camara _ ._,_'} _123% a;  420% a)
g | =l
| Maguellines @@1__}___@0_-3% a2 5&3%_“#
! . Horng en |
ﬂ _ lcapas 94.0% b| 97.0% ¢|
," |Cémara | 83% al  420% b|
| ' X ) H
rl | Horno 83% aj  61.1% b|
| Maguellines 2 II Hormo en !| !
L | jcapas | 920% bi _ 97.0% al
| Bacitlus !THamo en { !
|thuringiensis | Capas 90.0%b | 96.1% a|
! 1 | H
| .

|
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6 Fichas Técnicas y Analisis Economico:

» Fichas técnicas y de costos del o los cuLiltivos, rubros. especies animaies o tecnologias
que se desarrolle en &l proyeclo (sequn corresponrda @ /e naliralezs del proyectoy.

Se desarrollo la siguiente ficha técniica para uso de Bacifius thuringiensis:

Cuadro 15. Recomendaciones de uso de Bac/ifus thuringiensis. para el control de insectos en

wullivos agricolas.
| Cultivo Flaga [ Dosis Recomendacton de Aplicaciéon | Frecuencia de s
| Recomendada ,] Aplicaciin
i Aphicar =n las horas con mencr I|
:. radiacidn  solar, con uu-=n|
Polillz del Tomater T | 5.7 grsilt mejamerts foliar, Ja o 4 SIS ~ode 7 dins
i bsoiuia) dependerd del grado de ataque de |
la plants, en la primera etapaH
! aplicar la dosis miss basa
splicar en as ‘horas con mena ur1
radiacién selar, con buen
mojarmentsy  foliar, la  domis
dependera del grado de ataque de
la planta, en la primera etapa
aplicar la dosis mds baga
Aplicar en las horas con menor
radiacion  solar,  con  tuen
: lilfa de la mopamiente foliar, la dosic
}Re‘?ghr" (Plutel'la xy]‘ios’r,elia J g derfenderé del grado de ataque de
|
| |

Tomate

InvernaderorTriaferouds | 5-7 graflt Tada 7 dias

s Vaporarsam)

|
|
i
|
J| Maosquita  Blanca  de
{
|
|

el e

Clada 7 dias

la planta, en la primera etapa
aplicar la dosis mas baja

—— e e me e

Fuede ser apltzade cormno seho o | Aplicads
Porato | 3Hsa00 Cagallers 10 erst 1t dwectamente a laplanta ooms Ceho 1
| { Spodaptera sp) & wez cada 20
i | dias

Compatibilidad con agroguimicos

Baciffus debe ser aplicado en forma separada de otros producios agroquimicos, 2 menos que
se realice una prueba de compatibilidad. En el case de aplicaciones con compuestcs clpricos y
antibioticos, estos deben aplicarse antes dei biocontrolado y espaciados a lo menos 5 dias.
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Almacenaje

La formulacion de Bf es un polvo mojable, el gue mantenide en un ambiente seco y fresco es
capaz de mantener su poblacion y actividad por 12 meses. Una vez abierlo el envase de 8f,
debe svitarse su conlacte con ia humedad. en casea contrario debe utilizar inmedialamente

Toxicidad

Las especies de Bf, seleccionadas en ei presenie proyecio presenian baja ioxicidad para
mamiferos, pese & lo cual se deben lomares las medidas de seguridad. propias de toda
aplicacion fitosanitaria. Debe eviiarse la ingestion y el contacto con mucesas y heridas en la
pieh, en caso de ocurtir realizar lavados <on abundanie agua vy jabén ¥ en caso de ingesiion no
inducir voemifo. Esfe biocontrolador no posee carencias ni folerancia y el periodo de reingreso es
de 2 horas.

Forma de apiicacién

£l formulado en polvo desairoliado duranie el proyecis, esia compuesio por esporas de la
bacieria y ios ¢compuesios obienidos duranie la fermenfacién de esfa. mas un acarreador en
base a arcillas. Eslas esporas son capaces de soportar lemperaturas de 80° C y falta absonita
de humedad, pero ia bacteria una vez germinada requiere de temperaturas de inferiores a 35 C
y humedad para desarrollarse, por lo que las aplicaciones deben realizarse en las horas de
mensr lemperatura durante el veranc y las mas caiidas durante el inmvierno en las heras de
mayor temperatura. Debe realizarse un eficiente mojado del cultivo a tratar, dado gue no se ha
demasirade una actividad sistémica de Baciffus.

Coslos El estudio de costos. se realize en conjuntoe con Bio-Insumos Nativa Lida. y se obtuvo un
precio de equilibrio enire costos de produccion, venta, administracion, markeling y whilidades de
$30.000 el Kg. lo que 1o hace compelitiva con inseclicidas de uso agricela vy 1o mantiene a un
precic menor que alternativas guimicas .
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Impactos Productivos, Econdimicos y Comerciales

! Logro I Alinicio del } Al final del |f Diferencial
| Proyecto ! proyecto | |
| Formacion de empsesa ¢ 7! | | |
| unidades de negocio | - j | )
|' Produccion (por producto) 13 cepa] 3 tepas | Se lograron .'
| seleccionada | seleccionadas | seieccionar 3 cepas |
| produccion para‘ '| Las cepas son |
| 400 ha | menos exigentes en|

| |
| |

Ii sus necesidades del
| produccion  gue 10|
| previsto.

| Castos de produccion

' Precic de venta de Precio de wvernta 'Aumento de precw

| I| $20.000 [ i de $20.000 ,' de producios |
'. g ; | | cornpeligores. |
| Ventas y/o Ingresos | No apllca (No se han | |
. | | realizado ventas | |
b Nacjopal | No aplica | | |
Inremacionai'] No aplica | ] ;
| Convenios comerciales | Mo aplica | B PRSI T
impacios Sociales
Logro | Alinicio del | Alfinal det [_ Difesencial |
. Proyecto ! proyecto ! L
I qu! de empleo anual || 1 técrico | agronomo | Los equipos de =
i | 2 18cCIicos produccion |
| | 1 praductas | requieren mayor
; | manager | preparacion técnica |
;' | | v e sisiema de
| | secado Teguiere
l | mas mano de obra.
;' ll | La verld dei
| I| | producto requiere de|
| 1 | | alguien \
| JI | especializado para
I__ e R e P | su comercializacion. |
| Nuevos emp!eos generados 1 4 | )
ﬂPmﬁun‘;wres 0 unitades ge _'F‘ﬂ 4 " '

| negocio replicadas

I
SRS e

.

| |
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Impactos Tecnoldgicos

| Logro . iy Humero { | Detalie [|
| ,  Nuevoen Nuevoenia |  Mejorado | -'|
_ _' mercada ! empresa ! |

| Producto K I |Formulade de |
| '| | ' 1 Bacifius i
| ! l e UL | thuringiensis |
 Proceso |Fermentacién | Fermentacion | | |
| | Formulado | formulado | | 1'
e | : : . e
| Servicio | No aplica | No aplica | |
\ Propiedad Intelectual Namero | Detalle |]

| Patenfes
[ Selicitudes de patente

1 |

| Intencion de patentar 1 | Formulado de 3 cepas de Baciffus thuringiensis. |
: e e S || Para el coniroh de lepidopieros '!
| Secreto industrial 2 | Sistema de produccion y secado del formulado .
i . ! i anlerior =3 —-4|
| Resuitado no patentable 13 | 3 cepas de Baciffus thuringiensis. para el control |
| SR A Tl 4|| . ) || de lepidopieros. e Aot
_Resuftado interés publico | |

1— = Logto [l Namero ’, ) Detalle |
| Convenio ¢ alianza tecnologica 11 |' Convenio con Universidad de Taica quien |
, | |' Facilite las cepas estudiadas de Bacillus
Ll | |thuringiensis |
| Generacion nuevos proyecios | R S |

impactos Cientificos

T Logro | Namere '| Detalle {Citas, titulo, descripeidn} ]I
| Publicaciones R, 2 | En preparacién '
' (Por Ranking) | | ,-!

| Eventos de divulgacion cientifica |2

| Integracion a
inrsastigacion

de

I Simposio de Control Biologico. Chiilan 2005 |

| Seminarie™®l  Seclor  Agricola ¥y la I
,'i Biotecnologia: Situacién Actual ¥
_ |Desafios"Sanliago 2005 =~~~ =00 |

]
| !
| ;
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Impactos en Fonnacion

. _Logro |, Numero | Detalle {Titulo, grado,?tulgar, institucidny
| Tesis pregrado A | - D=
|_Tesis posigrade .]

| Pasaniias

-I
|
s [ W S
| Cuisos d;[ '.
| capacitacién |




