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ANTECEDENTES GENERALES DEL-PROYECTO |

NOMBRE DEL PROYECTO:

“Nuevas Cepas Nativas de Baciilus thuringiensis, para el Efectivo Control de Tres Familias
del Orden Lepiddptera, de importancia Agricola en la Vil Regidn” ,

Sustentabilidad ¥y Prodvoccién L? Elaboracién de insumos para la
Linea Tematica: || inpia ubro: Jproduccién orginica (Hortalizas)

Regidn(es) de Ejecucién: VIl del Maulz

Fecha de Inicio: Diciembre 2003
DURACION: 36 mese

Fecha de Término: [Noviembre 2006
AGENTE POSTULANTE:

Nombre : Bio Insumos Nativa Ltda..

Direccion - Chacra El peral Lote A-1 Ciudad y Region: San Javier, VI del Maule

RUT , - :77.807250-5

Telefono/Fax : 73-324306 E-mail: nativa@mail. com

Cuenta Bancara (lipo, N°, banco) 624630 Banco Santander Santiago (empresa)

AGENTES ASOCIADQOS:

Nombre

Direccién : Ciudad y Regidn;
RUT . _

Teléfono ; Fax y e-mail:

(Se debera repetir esta informacian tantas veces como numeros de ascciados parlicipen)
REPRESENTANTE LEGAL DEL AGENTE POSTULANTE:
Nombre: Ximena Astarguiza Fierio

Cargo en el agente postulante' Socia, Encargada de Produccion y Administracion
RUT: - 1

Direccion, Fdo. Samé Cecilia s/n
Fono-Fax. 73-324306
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REPRESENTANTE LEGAL DEL AGENTE POSTULANTE:

Nombre: Pabla Andrea Rebolledoc Gonzélez /

Cargo en el agente postulante: Socia f/jg/}’&f 2@5&5& / .

RUT: Firma:

Direccidén: Fdo. Sania Cecilia sin Ciudad y Region: San Javier, VIl Regién
Fono-Fax: 73-324306 e-mail: nativa@mail.com

(Se debera repetir esta informacién tantas veces como cuantos asociados participen)
{

COSTO TOTAL DEL PROYECTO £6.558.065

(Valores Reajustados) %

FINANCIAMIENTO SOLICITADO 68

(Valores Reajustados) 1 % F‘;'QGT'SGS ) Yo
APORTE DE CONTRAPARTE 21.590.400 32

(Valores Reajustados) : % Yo
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(presentar en Anexo B’ mfbrmacmn sohc:tada sobre [0S Coordmadores A

COORDINADOR DEL PROYECTOQ

NOMBRE RUT FIRMA
Gustava Adolfo Lobos Prats i
AGENTE DEDICACION
FROYECTO

Bio Insumos Nativa Lida. (%/afio)

_ 25%
CARGO ACTUAL CASILLA
Gerente Comercial 16-D
DIRECCION CIUDAD
Chacra el Peral, Lote A-1 San Javier
FONO FAX E-MAIL
73-324306 73-324306 nativa@mail.com

COORDINADOR ALTERNQ DEL PROYECTO

NOMERE RUT FIRMA
Ximena Astorquiza Fierro
AGENTE DEDICACION
FROYECTO
Bio Insumos Nativa Lida. %IANO
9%
CARGO ACTUAL CASILLA
Socia, Encargada de Produccion y Administracion 16-D
DIRECCION CIUDAD
Chacra el Peral, Lote A-1 San Javier
FONO FAX E-MAIL
73-324306 73-324306 nativa@mail.com
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AP -Anexo B . macion solicitada sobre !osrmjembros del -equlpo_tecmco y
‘en. Anexo.C 1as canas ¢ hpromiso de’ IR R
Nombre RUT Profesion Especialidad Funciéony Dedicacion
Completoy Actividad enel | al Proyecto
Firma Proyecto (%Jano)
Gustavo Lobos P Ing Agrénomo Produccidn Coordinador 25%
Horlalizas Omganica {
Ximena Aslorquiza F, Ing Agrénomo Entornologia y Coordinador Atemo 9%
produccidn de
biocontroladores
Luis Alberto Meza B, Quimico Biofogia vegetal Asesor Bioquimico y de | 5%
molecular produccion de Bf
Cristian Marcele Tec Agricola Entomologia y 1, Disefo y evaluacidn | 50%
Mufioz M. (especializado) Filopalolegia de trabajo en laboratorio
y terreno, 2. Direccion y
adiestramiento del
técnico no
' especializade.
Alexis Eduarde Mufioz Tec. Agricofa Caparcitado a nivel Trabajo de labcratorioy | 100%
M. {no especializado) | basico de laboratorio | terreno
y tRIMeno
Eduardo Fuentes C. Bidloge Entormologia Asesor 2%
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La VIl region, es la segunda region en importancia horlicola en el pais {en superficie).
Ademas del area horticola como tal, son de gran relevancia los semilsros de horlalizas,
destacando por ejemplo los de cruciferas con un 52% del nacional, y la agroindustna (tomate
industrial con un 40% de la superficie nacional). A lo anterior, se suma el tomate bajo
plastico, que a pesar de no ser una gran superficie (V Regién con 744 has; IV Regién con
112 has y VIl Region con 94 has}, si es prioritario en cuanto & su importancia economica a
nivel de pequefos agricuitores.

{
En la Region, el contral de Lepidopteros ha sido realizado en un 90% en base a piretroides y
organofesforados, existiendo en la actualidad evidentes problemas de resistencia, asociado
a imporiantes especies claves para el desarrollo agricola-agroindustnal de la region: polila
del lomate (Gelechiidae), gusanos cortadores (Néctuidae) y mariposa blanca de la col
(Pieridae). '

La agroindustria regional esta avida de nuevas alternpativas efectivas, pero sobre todo
limpias, ya que los mercades internacionales estan exigiendo un trabajo basado en
produccion integrada {Pl) y buenas practicas agricolas (BPA). A su vez, el mercado para
fresco obliga a reducir o eliminar la toxicidad de los productos usados cerca de cosecha.

Bio Insumos Nativa Ltda. formalizé un nuevo convenio para desarrollar técnica y
comerciaimente, diez cepas nativas de Bacillus thunngiepsis (Bf) con efecto contra
lepiddpteros, aisladas en la VI Regién por el Instiluto de Biclogia y Bictecndlogia, de la
Universidad de Talca. Estas cepas, solo se encuentran caractenzadas proteicamente (Cry),
por lo gue requieren ser evaluadas a nivel de laboratorio y campo, de manera de orientarias
at control'especifico de cada uno de las tres especies de Lepiddpteros antes mencionadas,
siendo el proyecto a que se postula et medio para lograr estos objetivos.

Para esto, se desarrollara una etapa en laboratorio en donde se procedera a determinar Iz
dosis letal 50 (LDs,) para cada cepa, para luego evaluar las diez cepas en las tres plagas
antes mencionadas, determmandose las tres cepas mas agresivas por plaga. Ademas, a
nivel de laboratono, se medira la compatibildad de cada una de estas cepas con los
prncipaies funguicidas y antibidlicos de uso agricola

La siguiente etapa se levara a nivel de campo, en donde la terna de cepas por plaga se
probara para determinar el ranking de praopiedad insecticida en campo

En forma paralela a estas dos etapas, habran ensayos para dilucidar el mejor medio y forma
de cultive semi-industrial para el Bt, leniéndose en cuenta para esto caracteristicas como el
oxigena, temperatura, medio nutritivo, pH, factibilidad técnica y par sobre todo el costo de
produccion.

Este proyecto tiene un costo de $66.558.065 y pretende entregar al medio horlicola
(agricola-agroindustrial) un insumo organico, con aplicacion organica y cenvencional, que
sea capaz de controlar las plagas antes descritas de una forma efect
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rotacién de insecticidas, que sea econdmico y limpio con el meghGatBigRfs 5
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IDENTIFICACION DEL:PROBLEMA A'RESOLVER"::

En la Regién, el cultive del tomate y otras horlalizgs, tanto al aire libre como de invernadero,
levan asociada la presencia de plagas de inse&?é“ﬁtr’é'-'ias que destacan fas del orden '
lepiddptera: polilla del tomate (Tuta absoluta), mariposa blanca de ta col (Piers brassicae) y
el complejo de gusanos cortadores (Agrotis spp., Helfiothis spp., Copitarsia spp.).

Debido a la poca disponibilidad de alternativas economicamente factibles de usar, y al bajo
nivel técnico y de preparacién de la gran mayeria de los agricultores horicolas de la regidn,
la rotacién de ingredientes activos es escasa o nula. Esto ha ocasionado’una creciente
resistencia a crganofosforados y piretroides de tres familias de imporlancia agricola en la
Regidn: polilla del tomate (Gelechidae), gusanos cortadores (Noctuidae) y mariposa blanca
de la col (Pieridae). Esta residencia ha obligado a aumentar el numero de aplicaciones y ia
concentracion de estas, agravandose aun mas el problema.

Lo anterior determina Ia necesidad de bisqueda de nueves ingredientes activos efectivos,
factibles de incorporar en ia rotacion y al alcance (técnico y economico) del pequeno,
mediano y gran agricultor.

Por otro lado, estos dos grupos de insecticidas, presentan grandes inconvenientes debido a
la alta toxicidad para el ser humano. medio ambiente y/o los enemigos naturales. Los
piretroides, a pesar de pertenecer a un grupo de loxicidad moderada (respecto a otros
quimicos), no son selectivos, por lo que fienen un grave efeclo sobre los organismos |,
naturales gque ayudan al control biclogico de muchas plagas. Por su pare, lLos
organofosforades, son extremadamente téxicos, por lo que son un gran nesgo para el
operario y consumidor de las hortalizas. Esto es de suma importancia cuando en la Region
se realizan aplicaciones cercanas a cosecha en hortalizas de consume y para la
agroindustria?

Lo anterior refleja la conveniencia de usar productos selectivos e inocuos para €l hombre y el
medio ambiente, es decir, que aseguren el exclusivo control de la plaga en cuestion, la salud
de los aplicadores y consumidores, y la viabilidad del negocio agricola en funcion de los
requernimientos internacionales (buenas practicas agricolas y produccién integrada)

Paralelo a lo anterior, 1a agricultura organica requiere urgentemente de un mayor numero de
insumos, ya gue no existe una amplia gama de productos para el control de plagas y
enfermedades, y en especial, de los tres ordenes anteriores. Aciualmente, el conirol de
estos se realiza en base a piretnnas y Bacillus thurngiensis, sin embargo este (limo,
ademas de su alto costo y desconocimiento técnico por parte de quienes lo venden y usan,
presenta el problema de ser usado para lepidépteros en general, existiendo entonces plagas
gue no son eficientemente controladas, por ejemplo, la polilla del tomate.

Esto obliga a generar nuevos productos organicos en base a Bacillus thuringiensis, pero
crientados a insectos panticulares de manera de controlar cada plaga con toxinas especificas
a esa especie.

En Chile sigue prnmando la importacion de biecontroladores la produccign s
n ba_iﬁé;‘"lqsf,
organismos seleccionados bajo ofras condiciones ambientalgs’muchas veces"ég ereq er)},é‘u'
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actuar cuando se les cambian el medio ambiente al cual estan acostumbrades. También
e;éiste el problema que los importadores son empresas grandes que tienen estos productos
para no perder un nicho de mercado, y en la mayoria de los casos no se cuenta con la
capacidad técnica para fa venta y asesoramiento del agricullor. Finglmente, se genera una
dependencia de insumos internacionales, que sufren fluctuaciones importantes en los
precios y sobre stock por los altos volumenes imporiados, onginandose, muchas veces, a
venta de preductos vencidos en bodega.

Firalmente, haciendo referencia a un aspecto transversal a los proyectos financiables con
fondos estatales, es necesario mencionar que en Chile se hace mucha investigacion sobre
el control bicldgico pero, lamentablemente, son escasas tas oportunidades en donde se
desarroflan productos comerciales. Chile es uno de les 25 “Hot Spots” en biodiversidad a
nivel mundial {(entre Angostura y Temuco) por le que wtilizar microorganismos nativos para el
control biolégico de plagas y enfermedades, en cultivos de importancia economica, genera
una valorizacién social y ecoldgica que permitiria diferenciar la produccion agricela chilena a
nivel mundial.
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 ’ANTECEDENTESY. JUSTIFICACION DEL:PROYECT!
SITUACION HOTICOLA EN LA REG!ON DEL MAULE

La horlicultura en Chile se desarrolla bajo condiciones climaticas y ecolégicas pnvilegiadas.
Esta actividad aporta importantes divisas a la economia del pais. La Vil region, segun el
ultime Censo Agropecuarios, es la sequnda regian en imporancia horticola (ver Tabla 1}. Sin
embargo, el bajo nivel técnico de sus agncultores, ha onginado una sene de problemas
regionales, dentro de los que cuentan la resistencia de muchos insectos dado por un
excesivo uso de productes quimicos y una baja rotacion de los ingredientes activos.

Tabla 1. Cetalle de hortalizas y maiz en dos temporadas,

HORTALIZAS TEMPORADA AGRICOLA 198872000 (y) (has) |
Item Pals W (%] V [%]| RM [%] Vi [%] VI [%[ Vil [% IX [%] resto]%!
Cruciferas @ 4388 _ 435[10[ 1200[ 30| 1554 35] 356] al 521|112 61 1 28] 1 132 3
Choclo 12488| BO0| B| 1640 13| 2239|168 3184| 25 158413 800 7| 227 2| 1914[ 15|
Tomale (3 21756 925 4| 1920] 9] 1795] 8| 5678 27] 9811|435 376 2| 156 1| @94 4
Tolal Hordahzas 112870 9338| 8| 15037 13| 25819] 23[ 19 762| 18] 21.292| 18] 6.052] 5| 4405 4/ 11165 10

MAIZTEMPORADA AGRICOLA 200272003 (has)

Item Pais WV [%] YV [%] RM [%] VI _[%] VIl |%] Vil [%] 1X ;%] resto [%
Maiz Semillero (4 17656] 0| 0] 0] 0] 1436 B| 7.801|44| 8260)48) 3s58| 2 o 0 0
Maiz grano (=) 109600 750| 1| Z020] 2[ 12490 11]65070| 58] 23 530] 21| 5.180] & 70[ 0| 490 O
TolalMaiz | 127556 750| 1| 2020] 2[13925|11[72871] 5731750/ 25 5538 4] 70| O] 490} O
{1} Wi Censo Naowonal Agropecua no 1395 § 57 13} Torete wchiye coresemo fresco = industnal - {5) Fuente Odeps 300
(2 Broncdl, Colifer. Pepolito bruselas ¥ Repcie [4) F e Rangeg £200T)

A su vez, y como lo indica la Tabla 1, la Region del Maule posee la mayor parle de Ios
semilieros de maiz, mientras que ocupa el segunde lugar de! maiz grano, con un 46% vy 21%
de la superficie nacional, respeclivamente. Al igual que en la mayoria de las horalhzas, su
gran problema a nivel de emergencia es el ataque de un complejo de gusanos corladores
{Lepidoptera, Noctuidae).

Las cruciferds por su parte, a pesar de no ser de gran imponancia horticola regional, si lo
son a nivel de semilleros, abarcando algo mas del 52% nacional, y siendo la mariposa
blanca de la col (Lepidoptera, Piendae), uno sus principales problemas en la region, ademas
de los gusanos corladores,,

For ofro lado, ia VII Region representara cerca del 40% de la superficie nacional de tomate
industrnal (ver Tabla 2). Este sector agreindusirial posee un mayor desarrollo técnico dado
por el apoyo de las grandes compadias {(Agrozzi, Corpora Tres Montes y lansa). A pesar de
esto, la industria posee grandes problemas con la polilla de! tomate (Lepidoptera,
Gelechiidae) y gusanos corladores a nivel de fruto. Lo mismo ccurre con tomate al aire. libre
y tomate bajo invernadero, este titimo de wvital imporiancia regional {Colin-Maule), y que
abastece a otras ferias regicnales para consumo en fresco.

Tabla 2. Detalle de la estmacién de plantacion Tomate Indusinat
TOMATE INDUSTRIAL TEMPORADA AGRICOLA 200372004 (1) (has)

{tem Pals RM [%1 V1 [%] Vil 1% VH | %
ICotpora Tres Montes) 2,500 gl 1700/ 88| B800j 32 0
Agrozzi 4 300 430| 10] 2400| 56| 1170027 300 7
lansa 3000 19G] 6 =00/ 30| 1600[60] 110 4
Total 9800 6200 & 5000{51 3770 38| 410 4
] PCE TN [ETSOnNN |
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LEPIDOPTERAS DE IMPORTANCIA REGIONAL EN HORTICULTURA

La polilla del tomate (Tuta absoluta) (Lepidoptera: Gelechiidae) es considerada una de las
principales plagas endémicas de los paises sudamericanos Se estima que los danos
ocasionados por las larvas de esta polilla, varian entre 60 a 100 % en cultivos sin proteccion
(Larrain, 1986; Giustolin et al. 2001). Las larvas de estos insectos se alimentan
principalmente de frutos, follaje, tallos y tubérculos de solapnaceas como también plantas
anuales o perennes.

El lamado "Complejo de Gusanos Cortadores” (Lepidoptera: Noctuidae) con 'sus principales
géneros como Agrofis, Heliothis, Copitarsia etc. corresponde a una de familias mas
numerosas de este Orden de insectos (Gonzalez,1989), sus estados inmaduros se conocen
como cuncunillas o gusanos cortadores. Se considera que fos Nociuidos es, en forma global,
una de las familias de insectos de mayor interés agricola en Chile; la alta polifagia del grupo
y la permanente asociaciéon con muchos cultivos, 1a convierien en una plaga de importancia
muchas veces primaria. Después del transplante o siembra/emergencia las larvas cortan las
plantulas a nivel de cuello. También consumen hojas y frutos en plantas desarrolladas, asi
como raices y tubérculos de solanaceas, compuestas, cruciferas, gramineas vy
cucurbitaceas.

La familia- de la “Marposa Blanca de la Col" (Pieris brassicae) (Lepidoptera, Pierdae),
normalmente no representa un problema a la agncultura. Pero actualmente, el uso
indisciminado de insecticidas han onginado resistencias, que en conjunto con la destruccion
de los enemigos naturales (Colesia glomerata, Incamya chilensis y Pteromalus paparum)
producto del uso de insecticidas poco selectivos (Piretroides) han convertido a esta familia
en una plaga importancia agricola en la region (principalmente a nivel de semilleros y
cruciferas para el mercado fresco)

LOS INSECTICIDAS

El uso de insecticidas obtenidos por sintesis quimica es el causante de la mayor parte de la
contaminacién que se produce en la agricuitura, tanto en las cosechas como en los suelos y
en las aguas. Estos agentes dificimente son biodegradables y permanecen por largos
periodos en el ambiente ocasionando desequilibrio ecoldgico, pues destruyen muchas
formas de vida, entre ellas insectos benéficos en el control biolégico, la polinizacidn y otros
eventos favorables para el mantenimiento del equilibrio ecoldgice (Prieto, 1998).

La mayoria de los plaguicidas utilizados son organosintéticos, los cuales se clasifican segun
la naturaleza quimica del grupo funcional que caracteriza el compuestc y le imparte todas las
propiedades fisico-quimicas y toxicdlogas al plaguicida, en: organcclorados, carbamatos
organofosforados y piretroides (Moraga, D. et al, 2001). Para el caso particular de la region
del Maule, organofosforados y piretroides son los mas recurrentes a la hora de controlar las
especies antes descritas:

a) Insecticidas Organofosforados: son ésteres del acido fosfonco o sus homdlogos. Estos
ésteres fosforados, como cualquier otro éster, se hidroliza en mayor o menor proporc;on
dependlendo de su estructura quimica, buodegradandose y !

ndo ra ptda,meme ].c -
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implica ingresar al organismo por la via respiratona, la de accion mas rapida que se
conoce. Son de alta toxicidad por ser inhibidores permanentes y muy potentes de la| |
enzima colinesterasa, impidiendo la separacion de la acetilcolina (transmisor nervioso),
predatandose . acumulacién de esta sustancia y cemo consecuencia, el cuadro
colinérgico tipico de la intoxicacidn. Actuaimente el uso de organofosforados para prevenir
o atacar directamente los distintos tipos de plagas que pudieran atacar las cosechas se
ha distribuido por casi todo €l mundo y han venido reemplazando a los organoclorados,
porque son menos persistentes en el ambiente y no se acumulan en los organismos. Sin
embargo, la velocidad de degradacion en estas sustancias es muy variable y en algunos
casos, el producto degradado es mas toxico que el producto onginal. Ademas, ya sea por
descuidos, desinterés o simplemente ignarancia su uso inapropiado ha 'sido causa de
muchas atenciones de urgencia en los hospitales (Moraga, D. et al, 2001).

b) insecticidas Piretroides: son insecticidas sintélicos similares a las piretnnas naturales, a
las cuales han remplazado ampliamente por tener gran estabilidad y ser menos volatiles,
ademas son de mayor accion insecticida. Tienen en comun las siguientes propiedades:
baja loxicidad aguda; pocos persistentes, no acumulables; sensibilizantes, en el hombre
las lesiones causadas por los piretroides resultan mas frecuentemente de las propiedades
alergénicas de la sustancia, que de su toxicidad directa (dermatitis, asma, rinitis); son
neurotdxicas a dosis altas; pnncipales signos clinicos: temblores, hiperexcitabilidad y
ataxia (Moraga, D. et al, 2001).

Los organofosforados ampliamente usados para el control de la pclilla del tomate, presentan
el gran problema de |a toxicidad para el operario y para el consumidor-indusiria final. A pesar
de gque algunos compuestos como metamidofos estan prohibides en muchos paises del
mundo, y en Chile para su uso en invernadero, ia gran mayoria de los productores de lomate
bajo plastico en la Regién lo usan, con los consecuentes riesgos de intoxicacion para los
frabajadores. A modo de egjemplo, se puede indicar que el manejo de concentrados
organofosforados requiere el maximo cuidado y, en el caso de insecticidas organofosforados
de foxicidad extrema y alta (metamidofos), reguieren el uso de eguipo protector especial
sobre tode en operaciones como: Aperiura de envases conteniendo organcfosforados,
Pesado y Mezclade de envases conteniendoc organcfosforados, Aplicacion, esperado y
rociado de organofosforados, sin embargo, es importante recalcar que estas medidas poco y
nada se llevan a cabo, lo que incrementa el riesgo de intoxicacion.

Por su parie, los pirelroides, usados masivamente para el control de gusanos corladores y
manposa blanca de la col, a pesar de no ser un insecticida extremadamente téxico como el
caso anteror, presenta el gran inconveniente de no ser especifico y matar a una amplia
gama de famihas, de las cuales, muchas son benéficas, por lo que se ha producido en la
region un aumento del daho de estas plagas en cultivos tan importantes como por ejemplo
los fomates.

Sin embargo, como consecuencia de la constante utilizacion de estos inseclicidas quimicos,
los insectos considerados como plagas han desarrollado mecanismos de resistencia (Prieto,
1998), soportando concentraciones cada vez mayeres, lo que implica un mayor numero y
concentraciones de las aplicacion, lo que redunda directamente en problemas de
contaminacion, intoxicacion y aumento de los costos productivos.
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problemas medipambientales mas serios del mundo. Su gravedad sobre el ambiente

RESISTENCIA

lLos primeros casos informados de resistencia a los insecticidas sintéticos, ocurrieron hace
mas de 50 afos. Aproximadamente freinfa” afos despues, en 1979, el programa
medioambiental las Nacienes Unidas, declarg la resistencia a los pesticidas como uno de los

proviene de ios problemas de alimentacion humana debido a la péerdida de la cosecha,
dispersion de enfermedades por insectos resistenies, suma al ambiente de nuevos y
potencialmente peligrosos insecticidas debido a la resistencia desarrollada, y aplicacion de
cantidades mayores de guimicos sobre las pestes que ya han generado la resistencia
{Pimentel, D, y Burgess, M. 1985).

Los insectos pueden y han desarrollado resistencia a casi todo fipo de inseclicida. La
resistencia a otros insecticidas es, de hecho, una de tas muchas razones que el Bacillus
thunngiensis se ha convertido en un inseclicida de uso corfente en el hemisferio nore. La
resistencia a los inseclicida se desarrolla debido a la variacion genética que se genera en las
poblaciones de un insecto. En la poblacion onginal del insecto, unos pocos individuos no son
afectados por un insecticida dado. Generalmente, los individuos no afectados (resistente)
difieren de los afectados (susceptible) en la naturaleza de las moléculas blanco del
insecticida en el insecto, © en el método en que el insecto usa para librarse de las moléculas
de la toxina (Michaud, D. 1997}. Cuando el insecticida es aplicado, los individuos que no son
afectados por el insecticida son aquellos que sobreviven para pasar sus genes a las
generaciones siguientes. Con el tiempo, una proporcién creciente de e€sa poblacion es
inmune al insecticida. Ademas del dafo hecho por ei creciente nimero de insectos
supervivientes (resistentes) que se intenta controlar, la resistencia puede causar erupciones
de la plagas secundarias que agravan indirectamenie el dano en €l cultivo (Hoy, M. 1998).

Hay varos factores que aumenian la {asa a la cual la resistencia a los insecticidas
generalmente se desarrolla. Algunos factores se relacionan con la propia poblacion del
insecto: especies’ con mayores {asas reproductivas, con generaciones mas cortas, con
mayor numero de descendencia, y poblaciones locales mas grandes y con mayor
variabilidad genética, desarrollan una gran poblacidn resistente en forma mas rapida
(Pimentel, D., y Burgess, M. 1885). Si la base genética de resistencia del insecto es
dominante o recesiva lambién es de importancia (Wearing, C. y Hokkanen, H. 1985). Otros
factores son dependientes del insecticida. La resistencia se desarrolia mas rapidamente a
los insecticidas mas persistentes; su poder de quedar en el ambiente aumenta la posibilidad
que se exponen los individuos susceptibles a la toxina y se mueren, y logran pasar asi sus
rasgos insecticida-susceptibles a la proxima generacion. Esto selecciona mas fuertemente a
los insectos resistentes porque sélo los insectos resistentes crecen. Por la aplicacion logica,
el uso frecuente de insecticidas no-persisientes tiene el mismo efecto (Woaod, R. 1981). Las
poblaciones de insectos con pequenas migraciones dentro del pool genético con nuevos
individuos susceptibles no expuestos. también desarrollan fa resisiencia mas prontamente
(Comins, H. 1877). Poblacicnes gque en el pasado fueron expuestas a un insecticida con un
modo de accion similar al nueve insecticida, el desarrollo de resisiencia a la nueva toxina es
rapido. Este fenémeno es conocido como la resistencia cruzada (Pimente!, D, y Burgess, M.
1985). oz

El empleo de diversas combinaciones de inseclicidas y en dosis ca
estaria provecando un incremento de la tasa de aparcion de in
actualidad, existen antecedentes sobre el desarrolio de resistenci

or pare de 155
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nombradas anterormente a insecticidas organofosferados {Vargas, 1970; Ripa, 1873) y a
piretroides (Salazar y Araya, 1997).

En la Region, el control de Eos-gﬁgfﬁn%g?ﬁjaéﬁm'es en horlalizas, la mariposa blanca de la col
en cruciferas y la polilla del tomate tomates, esta basado en un 90% en base a piretroides y
organofosforados, existiendo en |a actualidad evidentes problemas de resistencia, asociade
at uso indiscriminado de estos.

En los ultimos anos, las empresas han debido buscar nuevas alternativas como son las
Abamectinas y Chlorfenapyr con resultados vanables. ;
La agroindustria regional esta avida de nuevas alernativas efectivas, pero sobre todo
impias, ya que los mercados internacionales estan exigiendo un trabajo basado en
produccion integrada (P} y buenas practicas agricolas (BPA)., A su vez, el mercado para
fresco obliga a reducir la toxicidad de los produclos usades cerca de cosecha.

Dentro de las alternativas que han demostrado ser altamente eficientes en el control de
lepidépteros, pero a la vez poco desarrcllado en Sudamérica y especiaimente en Chile es el
Baciflus thuringiensis.

CONTROL BIOLOGICO Y BACILLUS THURINGIENSIS

Los plaguicidas son factores importantes en el deterioro del medio ambiente y ademas han
demostrado diversos efecios toxicos sobre verdebrados. Asimismo, son capaces de afeclar a
las poblaciones de insectos beneficos, desequilibrando de esta forma el balance ecolégico.
Esto constituye un aliciente en la blsqueda de alternativas al empleo de plaguicidas (Preto,
1998).

¢El auge de fos insecticidas bioldgicas, en reemplazo de los quimicos para fines agricolas,
esta sustentado en que son mas limpios ecologicamenie y por tanto menos contaminantes.
Estos compuestos no son toxicos para las plantas, ni animales, ni para el hombre, y no
constituyen riesgo de contaminacion, por ser biodegradables (Prieto, 1998).

El control biologico es uno de los pnncipales componentes del manejo integrado de plagas y
se define como la suma de acciones emprendidas para favorecer la accién de los parasitos,
depredadores y patdgenos en el control de un insecto-plaga, esto incluye toeda una estrategia
de manejo racional de inseciicidas, en donde parte importante son los productos biolégicos
El combate biologico puede ser realizado en forma natural o inducido y consiste en el
manejo de poblaciones de la plaga ulifizando a sus enemigos naturales (Bujanes, 1998).

Como aiternativa al empleo de plaguicidas sintéticos, la atencion se ha dirigido a las
propiedades insecticidas de cierlos microorganismos o productos microbianos secundarios.
Los mas estudiados corresponden a baclerias, hongos y virus. Entre los primeros, el mayor
numero de especies conocidas con propiedades insecticidas pertenece al género Bacillus en
particular la especie Bacillus thuringiensis (Bf).

El Bt es una baclena Gram posiliva, .acultatwa formadora de esporas que se caraclenza por poseer |

Whileley 1989). Entre éslas se encuentran ias liamadas §- endoto i
mclus:ones crisialinas de naluraleza proleica (BUJEIHDS 1998, Tyreli
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Los cristales son agregados de una proteina grande (130 - 140 Kda) gue es una protoxinag, esta debe
ser aclivada antes para que tenga efecto Estas proleinas son sintetizadas y ensambladas en cuerpos
de inclusion paraesporales durante la fase estacionaria de su ciclo de crecimiento (Srinivas et al
1995 citado por Ananda et al, 1996: Bujanos, 1998, Yang and Wang, 1998). Las toxinas o lambién
flamadas 8-endotoxinas, son insecticidas nalurales para un gran numero de plagas de insectos de
imporiancia agronomica {(Aronson et al. 1886) Se considera que éstas son seguras desde el punto de
vista ambiental e indcuas para los seres vivos, incluyendo al hombre, ya que el cristal proteinico es
altamente insoluble en condiciones normales; asi, ésta es enteramente segura para humanos,
animales y muchos insectos (The microbial world, 1999),

El Bt puede ser aislado desde una gran vanedad de habitats {insectos muertos, suelo,
pastos, barredura de silos, ete.), pero al no ser una especie dominante no crece en muchos
de estos medios (Marin y Travers, 1989) y permanece en estado de espora. La mayoria de
las subespecies de Bt enconiradas en la actualidad difieren en su loxicidad y la gama de
hospederos scbre las cuales son aclivas. Una de las principales venlajas de esie
bigpesticida es su alla especificidad, pues actua sobre un rango limitado de insectos, siendo

inocuo sobre aves, mamiferos y peces. Ademas, por ser un habitante nalural del suelo, no
provoca efectos colaterales de contaminacion (Vasquez, 1993; Kwang-Bo y Cote, 2002).

En 1989, Hofle y Whiteley propusieron una nomenclatura y clasificacion de las proteinas Cry
basados en la similitud de su secuencia de aminoacidos y el rango de especilicidad. En el
pasado, las proteinas Cryl, Cryll, Crylil, CrylV fueron clasificadas en funcion del insecto-
blanco como especificas contra lepiddpteros, lepidopteros-dipteros, coleépteros y dipteros,
respeclivamente (Agaisse, H. y Lereclus, D, 1995). Las clases V y VI, activas contra
nematodos, fueron consideradas posteriormente en la clasificacion por Feitelson y
colaboradores en 1992, En 1998, Schnepf y colaboradores propusieron una nueva
clasificacion basada solamente en |a simililud de secuencias primana entre las proteinas Cry
(Fernandez-Larrea, 2003). ;

L)

La nomenclatura actual (Fernandez-Larrea, 2003) de las toxinas Cry las agrupa como:

(1) proteinas toxicas a lepidopleros grupos Cry1. Cry2 y Cry9:

(2) proteinas activas conira coledpteros grupos Cry3, Cry7 y Cry8,

{3) proteinas con actividad dual grupos Cry1By Cry1l;°

{4) proteinas con actividad nematicida, grupos Cry8, Cry12, Cry13 y Cry14;

(5) proteinas toxicas a dipteros, grupos Cry2, Cry4, Cry10. Cry11, Cry16, Cry17 y Cry19

Las proteinas Cry varian en toxicidad contra ciertas especies de insectos; del mismo modo,
diferentes especies de insectos pueden variar en la susceptibilidad hacia una proleina Cry
en particular (Yamamcto y Powell, 1993).

Las etapas de accidn insecticida pueden resumirse en 10s siguienies eventos

(1} ingesta del cristal proteico,

(2) solubilizacion def cristal en un medio alcalino del intestino,
{3) precesamienio proteolitico de la protoxina mediante la accion de proteasas endogenas,
(4} unién de la toxina a receptores especificos del epitelio intestinal y

(5) formacion de poros y lisis de las células epitefiales.

La &-endotoxinas es solo efecliva cuando es ingerdo por i
especifico {usualmente alcaling) y tienen las estructuras de la

& A
Sawianes

intestinal{’
petifica]s.
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para ligar la toxina. No solo el insecto debe tener la correcta fisiologia y estar en un estado
susceptible de desarrollo, sino la bacier;ia debe estar ingiriéndola en cantidad suficiente. Una
vez que la protoxina ha sido ingenda y solubilizada en el intestino del insecto, la protoxina es
partida por una proteasa intestinal para producir una toxina activa de 60Kda. Esta toxina se
une a las células epiteliales intestinales, creando poros en las membranas celulares y
conduciendo el desequilibrio de iones. Como resultado, el intestino es rapidamente
inmovilizado, tas células epiteliales sé lisan, la larva deja de alimentarse, y el pH intestinal es
disminuido para equilibrarla con el pH sanguineo. Esta disminucion de pH permite a las
esporas bacterianas germinar, y la bacteria puede luego invadir el huésped, causando una
septicemia letal. (The Microbial World, 1999). .
{

El insecto hospedero detiene su ingesta de alimento y eventualmente muere al cabo de 2 a
6 dias (Feitelson et al.,1992; Aronson et al.,1986; Gill et al., 1992; Tapp et al., 1995; Juarez-
Pérez et al.,1997; Park et al, 1998; Schnepf et al..1998; Rang et al., 1999; Maagd et al.,
2001; Aronson et al., 2001 y Naimov et al., 2001).

B. thuningiensis, es producido comercialmente en grandes tanqL:les de fermentacion. Durante
el proceso, el bacilo primero se propaga en una fase vegetaliva. Cuando un compuesto
nutritivo critico llega a ser degradado, este entra a la fase de esporulacién y las proteinas
toxigénicas son sintelizadas durante esta misma fase. Después de la terminacion de la
esporulacion, las células son lisadas completamente para liberar esporas y cristales
proteinicos. Esta ampliamente reconocido que ia formacion de la proteina toxigénica esta
asociado al proceso de esporulacién (Cranshaw, 1992; Yang y Wang, 1998).

Bacillus thuringiensis Y DESARROLLO COMERCIAL

Aungue el Bt es conocido desde hace mas de 70 anos, fue necesario llegar a los anos
setenta para que adquiriese importancia y comenzase a ser aplicado en forma amplia en el
control de pfagas (Frutos, 1994; Frankenhuyzen, 1995). B. thunngiensis se ha usado, por
ejemplo, para el control de cierlas especies de insectos enfre los oérdenes Lepidoptera,
Diptera y Coledptera Recientes repories acerca de los nuevos aislamientos de esle bacilo,
manifiestan que son aclivos contra otros ordenes {(Hemindptera, Orthoptera y Mallophaga) y
contra nematodos, acaros, plateimintos e inclusive prolozoos (Feitelson et al., 1992, Madigan
et al., 1998; Schnepf et al.,, 1998). También se ha enconfrado que produce compuestos
anlibidticos que tienen actividad antifungica (Schnepf et al., 1998).

El Bacillus thurnngiensis fue detectado por pimera vez en 1901 como causante de la
enfermedad de "Soto” que ataca al gusano de seda de Japdn. La actividad insecticida de B.
thuningiensis fue descubierta por prnmera vez en 1911, tomo su nombre en 1927; en ese
mismo afno fue aislade por Mattew en Alemania. Algunos afios mas tarde, se usaba esta
bactena como agente controlador microbiano cuyos resultados permitieron la pnmera
preparacién comercial llamada SPORINE en Francia (1938), sin embargo, esta no estuvo
comercialmente disponible hasta 1950 (en Estados Unidos) (Van Frankenhuyzen, K. 1993,
Pantuwatana, 1987; Cranshaw, 1994).

En los afios ochenta, el interés comercial en B! crecié muy rapldamente ya que los populares
insecticidas sinteticos se volvieron ineficaces debido a la resist
restricciones medioambientales (Ely, S 1993).
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En 1995, las ventas mundiales de B. thunngiensis fuercn proyectadas en $90 millones de
délares, representado el 2% del total de insecticida llevado al mercado mundial Otros
investigadores reporiaron que la distnbucion anual mundial de B. thunngiensis asciende a
2.3 Tm. Para 1980 habia olros 42 plaguicidas bioldégicos en el mercado (Tyler, 1994;
Bujanos, 1998). En 1888, hubo casi 200 productos registrados de B. thuringiensis en EE.UU.
Aungue el uso de pesticidas bioldgicos en la agricuitura permanece significativamente detras

= de'los pesficidas quimicos sintéticos (Schnepf, et al., 1998).

Existen varias razones por las cuales, a nivel mundial, se continia con la busqueda y
caracterizacion de nuevas cepas de Bf. Algunas de éstas son las siguientes: (a)la bisqueda
de cepas con caracteristicas propias que puedan ser patentadas, (b) el aislarmiento de cepas
con mayores niveles de toxicidad que los estandares y (c) la bdsqueda de nuevas patotipos
(Ibarra, 1994).

A pesar que la produccién de B. thunngiensis supera en mucho la de cualguier otro
insecticida microbiance producido comerciaimente (Ward, 1991}, en Ameérca Latina no se
tiene ninguna industria productora de Bt. Se sabe que en la Universidad de La Plata,
Argentina, hay un grupo que trabaja con esta bacleria hace mas de diez afos, sin embargo,
no se liene conocimiento de ningun bioinsecticida comercial. Asi misme, en Brasil, la
Empresa Brasileira du Pesquisas Agroinomas (EMBRAPA) ha dedicado esfuerzos
importantes en la investigacion de bicinsecticicas; también otro grupo de investigacion latino
americano estan trabajando es distintos aspectos de 8. thuringiensis pero ninguno de ellos
se produce comercialmente (Bravo y Quintero, 1993).

[l
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‘MARCO GENERAL DELPROYECT( : !

En la Region, debido al uso indiscriminado y nufa rotacion de organofosforados,
especialmente metamidofos, para el control de la polilla del tomate, y de piretroides para el
control de gusanos cortadores y la larva de la mariposa blanca de la col, se han generado
resistencias asociadas a eslos insecticidas

Lo anterior ha sido gravitante para el agricultor horalicero, por su incidencia en el contral de
gusanos cortadores, y en las ullimas temporadas, sobre iarvas de mariposa blanca de la co!
{de suma importancia regional a nivel de semilleros de cruciferas). ]

Por su parte, la agroindustria regional de tomates (pulpa y pasta} y los hortaliceros de
tomates (al aire libre y bajo invernadero), tienen grandes problemas con la polila def tomate.
Los primeros, debido a las exigencias internacionales (BPA y PI) reclaman por insumos
efectivos y mas ecologicos, mientras que |os segundos buscan productos mas baralos pero
efectivos y, que ademas, les permita hacer aplicaciones inocuas cerca de cosecha
(producios sin carencia).

En la region es necesaric buscar nuevas aliernativas eficaces, limpias y economicas, que le
den al agricultor una herramienta de solucién a sus actuales problemas. Dadas las notables
propiedades del Bacillus thunngiensis {ya explicadas anteriormenie), representa una
alternativa util y complementarna a los insecticidas quimicos actuales. En este sentido, €j
Bacillus thurngiensis producido con cepas y lecnologia nacional responderia a esltas
necesidades. '

Existen varias razones por las cuales a nive! mundial se continlia con la busqueda y
caracterizacion de nuevas cepas de Bacillus thuringfensis, entre éstas destacan: {a) el
hallazgo de nuevas cepas con caracteristicas propias, (b} el aislamiento de cepas con
mayores niveles de toxicidad que los estandares y (c} la busqueda de nuevos patotipos
(Ibarra, 1994).

A pesar que la produccion de B. thuringiensis supera en mucho la de cualquier otro
insecticida microbiano producido comercialmente (Ward, 1991), en Amenca Latina no se
tiene ninguna industria preductora de Bt. Se sabe que en la Universidad de La Plata,
Argentina, hay un grupo gue trabaja con esta bacteria hace mas de diez anos, sin embargo,
no se liene conocimiento de ningun bicinsecticida comercial. Asi mismo, en Brasil, la
Empresa Brasilera du Pesquisas Agroinomas (EMBRAPA) ha dedicado esfuerzos
importantes en la investigacion de bioinsecticidas; también olro grupo de investigacién latina
americano estdn trabajando es distintos aspectos de B. thunngiensis pero ninguno de ellos
se produce comercialmenie (Bravo y Quintero, 1993).

El anico Bt comercial existente en el pais. posee algunos inconvenienies que opacan las
ventajas en el uso de este tipo de insumo:

1.- Es recomendado para el control amplic de lepidopteros, no especifico por familia o
especie, Esto l0gicamente tiene el problemas que no es tan efectivo para ciertas plagas,.
como por ejemplc para la polilla del tomate. i D\

2.- Deficiente respaldo técnico, Io que resulta en un inadecua or ]
del agricultor Se ha llegado a recibir informacion de los inf
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el producto actda por contacto, lo que obviamente influye en la eficiencia del insumo y
en los costos productivos. A lo anterior se suma la escasa o nula investigacion de las
toxinas de este producto y su real efectividad en Chile y sus plagas.

3.- Poca difusion, debide a que este es un producto para un pequenc grupo de agricullores
gue trabaja bajo un sistema organico o esta preocupado de |a resistencia o €l medio
ambiente. Este insumc debiera ser cnentade al manejo convencional, pero como los
importadores se dedican a la venta de insecticidas quimicos, dificimenie invertiran el
tiempo vy los recursos necesarios para su Uso masivo.

4.- Alto precio, debido a que es un producio elaborade en el hemisferio norte y con
tecnologtias caras. El costo de importacion y su baja venta hacen gue. este producto
exceda en cerca de un 30% sobre el valor que se podria comercializar un producto
nacional.

El proyecto se enmarca en las paliticas de Bio Insumos Nativa, las cual buscan el desarrolio
cientificc y comercial de insumos destinados a la agncultura organica, basados en
organismos nalivos, que impliguen una disminucion de las exiernalidades negativas de la
produccion agricola, mejoren la eficiencia productiva y disminuya los costos de produccidn,

Esta.empresa ha logrado posicionar las cepas de Trichodenma, obtenidas del proyecto FIA-
Universidad de Talca {Codigo C98-1-A-88), a un nivel comercial (2.000 Its. durante &l pimer
ano), tanto para la agricullura crganica come para la convencional. El mismo objetivo se
busca en este proyecto con las cepas de Bacillus thunngiensis en convenic con el Institufo
de Bioclogia y Biotecnologia, de Universidad de Talca.

Bio Insumos nativa, aprovechando la basta experiencia en el iema organico de sus duefios,
pretende desarrollar un producto hecho a la medida del agricultor chileno, en donde, ademas
de las caracteristicas que poseera este nuevo producio,-le enlregard al agncultor una
asesoria integral respecte del mejor uso del Bt y su interaccion con el resto de los
agroquimicos del mercado nacional,

Debido a que la empresa esta en el rubro de los insumos organicos (para la agrcultura
convencicnal y organica), es parte de la subsistencia el hacer la maxima difusién de estos,
por lo que se garantiza un real impacto del proyecto vy los producios resultantes,




.. Pagina
I GOBIERNQ DE CHILE Numero

FUNUACIDN 1'ARA LA
I WA A ZIOHN AGRARLA

‘UBICACION GEOGRAFICA DEL PROYECTO

(Anexar ademas un plano o mapa de la ubicacion del proyecto)

Nombre lugar o entidad donde se lleva a cabo el proyecto: Bio-Insumos Nativa Ltda.
Region: Séplima

Provincia: Linares

Comuna: San Javier

Localidad: Ubicada dentro del radio urbano de San Javier, a 25 kms. al sur de Talca

Propietario (Nombre, RUT, direccidn, fono y fax} en casoc que corresponda

{Repetir esta informacidn tantas veces como ndmero de unidades productivas existan)

PLANO DE UBICACION DE OFICINA Y BODEGA DE NATIVA LTDA

1. De Talca satir con direc¢ion San Javier.

Salirse de la carretera en el cruce principal de San Javier (km. 273).

Dirigirse hacia la Cordillera de los Andes hasta topar con la Estacion de Trenes de

San Javier. -

4. Doblar hacia el Sur {derecha). Al poco andar, comenzara un camino de tierra,
luego se pasara un puente de madera. -

5. Poco mas alla (50 mt) habran 2 pilastras blancas para cruzar la linea del tren {una

de ellas esta en el suelo], doblar a fa izquierda.

Cruzar la linea del tren.

Al cruzar la linea del tren INMEDIATAMENTE {8 mts.) doblar hacia el sur (derechal.

Entraran por un callején con palmeras por las orillas.

8. Seguir el camino hasta llegar al Laboratorio.

“n
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Desarroffar un insumecs para la agricultura organica (y convencional) en base a
formulaciones de ¢epas nalivas de Bacillus thuringiensis para el conlrol de la polilfa del
tomate (Tufa absolufa), complejo de gqusanos corladores (Agrofis spp, Copitarsia spp.,
Heliothis spp., entre otros) y mariposa blanca de la col (Fieris brassicae), de importancia

agricola para la séptima region. {

8.2 " ESPECIFICOS: .- i -

1.- Determinar las tres cepas con mayor efecto insecticida por especie, para el control de
Tuta absoluta, Agrotis spp y Pieris brassicae.

2.- Determinar en condiciones de campo, la capacidad inseclicida de las 3 cepas de Baciius
thuringiensis evaluadas por especie, para el conirol de Tula absoluta, Agrolis spp y Fierns
brassicae

3.- Determina'r parametros éptimos de produccion de las cepas activas de B. thuningiensis |
para las plagas en estudio, de manera de generar 3 productos comerciales; Tuta absofufa,
Agrofis spp y Fieris brassicae

4 - Difundir el uso de Bf en cultivos de importancia regional y elaborar un instructivo de uso.

-
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{Describir en defaffe la mefodofogfa ¥ procedrmsenfos a vtilizar en !a efecucion de.f
proyecto)

l. Aspectos Generales

La propiedad intelectual es de la Universidad de Talca y esta analizando la normativa y
metodos de registro de patenles y la aplicabilidad a este tipo de microorganismas. Bio
Insumos Nativa, solo Serra la encargada de fa produccion masiva y comerC|aI|zaC|on por lo
gue no tenemos mayor injerencia en este aspecto. i

En el ultimo afio del proyecto, dependiendo de los resultados oblenidos y del nivel de
comercializacion, Nativa estimara segun los volumenes estimados y la legislacion vy
normativas de mercado existentes, realizar los ensayos necesarios y los procedimientos
necesarnos para obtener el registro SAG.

1.- Material Vegetal .

Se utilizara plantas de tomale (vd. Presto), para la crianza de la polilla del tomate, Lechugas
(vd. Esmeralda) para los gusanos cortadores (altamente poiifagos) y repolle (vd. Record)
para la marpesa blanca de col. Estas horalizas corresponden a las mas cultivadas en la
Region del Maule. Las condiciones de |uz y temperatura se mantendran controladas
(fotopericdo de 16 h luz y 8 h de oscundad a una temperatura de 25° C}, Estas plantas seran
utilizadas tanto para los ensayos in vifro como de campo.

2.- Obtencion de larvas neonatas de los distintos lepidépteros

Las larvas de insectos que seran utiizadas en los bicensayos (Polila del Tomate, Tuta
absoluta, Manposa Blanca de la col Piens brassicae y Gusanos co rtadores Agrofis spp). se
obtendran desde los principales sectores de produccidén de estas hortalizas en la Regidn
(San Clemente, Colin). Los individuos en sus estados larvales seran colectados y
transponados al laboratorio de Bio Insumos Nativa Ltda., para su establecimiento. La crianza
de larvas se efectuara en placas petn; ulilizando como sustrato sus respectivas plantas
hospederas, bajo condiciones controladas. De esta forma se contard con el ndamero
adecuado de organismos para los bioensayos.

3.- Crianza de estados inmaduros bajo condiciones controladas

Una vez obtenidos los estados inmaduros es posible almentarcs dentro de placas petri de
10 x 15, en forma individuales. Sin embargo se debe tener la preocupacion de mantenerlas
siempre lo mas higieénicamente posible (restos de alimentos y fecas), con el fin de evitar tado
tipe de centaminacion biolégica. Las larvas se craran en forma individual y con restos de
hojas de sus respectivas hospederos (lomate, para la Polila del Tomate, repollo, para la
Mariposa blanca de col y lechuga para los Gusanos coriadores. Se oplo por la produccion
sin utilizar dietas artificiales, dada la faciidad de producir estos insectos en sustratos
naturales y los problemas de manejo de contaminantes en las dietas artificiales, los que
requieren el uso de fungicidas y anfibioticos, que podrian afectar el desarrolio de los
ensayos.

Al cabo de algunas semanas los insectos completaran su desarrollo larval para dar paso a
ligeramente humedecides para oblener asi  los prime

eclosados los adultos se trasladaran dentro de unas can
una puerta con malla o tull, estas tendrén en su interior
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Esto permitira que los adultos se reproduzean y realicen sus posturas en fas hojas o paredes
de las camaras. Una vez eclosada las larvas se trasladaran con ayuda de pinceles a sus
respectivas placas petr para ser nuevamente criadas o utilizada en los bioensayos, asi se
completara el ciclo para las 3 especies de fepidopteros.

4.- Obtencion del extracto Bt

Las bacterias seran crecidas en medio de cullivo leche peptonizada, hasta que se observe
lisis bacteriana lotal. Para venficar esia condicion, se tomaré alicuotas de cultivo para su
visualizacion en microscopio oplica, previa tincion con azul de Coomassie R-250, Terminado
el tiempo de fermentacion, la obtencidén del productc se realizara mediante, centrifugacién el
medio fermentativo a 2500g por 15 minutos, eliminandose el sobrenadante’ El precipitado
serd deshidratado a 50°C por 24 horas. La biomasa seca obtenida se triturara. Como
formulacion bioinsecticida se considerara el contenido total de esporas, cnstales proteicos y
residuos de baclerias, presentes en dicha matera seca.

li. Ensayos

1.- Bioensayo de Laboratorio: Determinacién de las tres cepas con mayor efecto
insecticida por especie, para el control de Tuta absclufa, Agrotis spp y Pieris
brassicae,

Para evaluar el rango de eficacia insecticida de cada una de las cepas, se realizara un
ensayo preliminar. Este consistira pnmero en analizar el efecto de dos dosis limiles (una aita
y una baja), de manera de detectar el piso y techo de las concentraciones a evaluar
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En una segunda etapa, se evaluara la dosis letal 50 (LDsg). Se analizaran 5 daosis por cepa
(dentro de los ranges evaluados anieriorrnente), con 10 larvas por tratamiente {repeticiones}.
Utiizando una balanza analitica para la preparacion exacta de las dosis, una cantidad
adecuada de exiracto Bl se resuspenderd en 25 ml de agua destilada estérl, ajusiada a pH
10,5, mezcléndose mecanicamente a 37° C, hasta lograr homogeneizacion total (Thomas y
Ellar, 1883).

Debido a los problemas de canibalismo, reporlados en algunas larvas neonatas, se utilizara
la metodolcgia conocida como bioensayos en hojas (bicassays leaf). Esta consiste en la
utilizacion de discos de hojas jovenes, correspondientes a los hospederos de cada insecto,
como sustrato alimenticio. Discos de hojas de repollo y de lechuga de 5 ¢m, serviran de
ahmento a larvas de la mariposa blanca de la col y gusanos corladares, respectivamente.
Para la polilla del tomate se utilizara un foliolo como sustrato El tejido vegetal utifizado debe
ser fenclogicamente uniforme y libre de cualquier plaguicida Estos seran colocados en el
intenor de una placa Petri (6 cm de diametro).

Cada disco (o foliolo) sera lavado en una solucion de Tween 20 al 0,3%. lvege lavado en
agua destilada (ires veces} y secado en papel abscorbente. El material vegetal asi tratado,
sera sumergido y agitado suavemente por 2 minutcs, en una suspension de extracto Bt, de
caracterislicas y concentraciones determinadas. Una vez seco, sobre una superficie no
absorbente, el matenal vegeial sera transfendo al interior de una placa pétri, sobre papel
previamente humedecido con agua destilada esténl. En tomate, se c¢olocara un algodén
humedecido en el extremo apical de! folioclo para controlar su hidratacion. Una larva neonata
sera depositada sobre el disco vegetal, y constituird la unidad experimental (Jonson et al,

1991).

Se efectuardn confroles utiizando larvas {estigos depositadas sobre tejido vegetal
humectadas solamente con: el vehiculo de la solucion proteica, agua destitada estéril
ajustada a pH 10,5.

Las condiciones ambiemaiéé del los ensayos seran de 25° C, con un fotoperiodo de 16 h de
luz por 8 h de oscuridad.

La mortalidad se evaluara cada 24 horas, siendo |la duracién de cada bioensayo de 144 hrs,
Los porcentajes de mortalidad se adecuaran a la formula de Abbot (Abbot, 1925) y los
valores LD50 (Dosis Letal 50) se oblendran por analisis Probil (Moermans y Hecke, 1995)
utiizando para ello un programa computacional.

Para cada especie de insecto, se elegira las tres cepas con menor LDs. Estas cepas seran
utilizadas en los estudios de compatibilidad con pesticidas

El disefio experimental sera completamente al azar con aireglo factorial de 10X 5 donde los
factores son cepas y dosis respectivamente. Cada tratamientc tendra 10 repeticiones. Los
resultados seran sometidos a un ANDESA vy si existieren diferencias significativas, al test de
separacidn de medias de Tukey HSD {F>0.05).

No se utilizaran dietas, por las siguientes razones, primero el costos de estas, la dificultad de
manejo y principaimentie por el hecho que estas dietas requiersrfluigho bac‘geri_-ciﬂgé;
para su elaboracidn, lo que podria estar alterando el efecto Bt. Adema¥ '

o
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experiencia en la crianza de estas plagas sobre sustrato natural, lo que es bastante facil ya
que lechuga se encuentra durante todo el afo.

1.1 Ensayo de Compatibilidad con pesticidas

El principal objetive de este ensayo, es analizar la compatibilidad de las tres cepas de 8.
thuringiensis por plaga (que mosiraron mayor actividad insecticida) frente a los principales
funguicidas y bactericidas usados en las horializas. Estos productos por su composicion
quimica, podrian eventualmente causar alguna incompatibilidad, o anular su efecto
insecticida de B{. Para este propésito se utilizara algunos de fos funguicidas mas usados por
tos agricultores: captan, benomil y mancozeb, ademas de algun bactericida como oxiclorura
de cobre.

Cada ensayo se realizara con larvas sobre discos de hojas o foliolos. Las dosis a utilizar
corresponderan a las LDs determinadas para las cepas Bf en estudio, y en el caso
pesticidas, se usara las dosis comerciales. Las dosis de ambos productos (Bt y Pesticidas)
seran mezclados para luego realizar las aplicaciones por aspersion sobre los discos o
foliolos. Cada ensayc contemplara 10 unidades experimentales,

Los controles corresponderan a hojas sumergidas en agua destitada estéril ajustada a pH
10,5. las condiciones del Ios ensayos seran de 25° C, con un fotoperiodo de 16 h de luz por
8 h de oscuridad.

1.2. Ensayo de efectos sobre enemigos naturales.

Para realizar este ensayo se aplicaran la mejor dosis y cepas seleccionadas de cada una de
las plagas. Los insectos a evaluar seran Apis mefifera e Hipodamia sp, representando ios
ordenes a los que perlienecen la mayoria de los controladores bioldgicos, Se realizaran dos
ensayos uno por contacto, donde los insectos seran asperjados con la dosis y cepas
seleccionadas antenormente y luego puestos en un habilat adecuado, sin presencia de las
cepas, donde se evaluara su sobrevivencia, El' segundo ensayo consistira en realzar
aplicaciones de las cepas sobre el habitat, con las fuenies de alimento presentes, solucion
esiérit azucarada para abejas y pulgones para chinitas, donde se medird el efecto por
ingesiién, Lo insectos una vez muenos seran sembrados en placas petrni con agar nutriente,
para determinar la presencia de las cepas de Bt.

El disefio experimental sera completamente al azar, siendo cada tratamiento las cepas a la
dosis seleccionada y con 10 repeticiones, por insecto. Los resultados seran sometidos a un
ANDESA y si existieren diferencias significativas, al test de separacion de medias de Tukey
HSD (P>0.05).

Los tratamienlos seran aplicacién de cada una de las cepas de Bacillus seleccionadas y un
testigo sin aplicacion. Considerandose 3 repeticiones de 10 insectos por tratamiento,
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2.- Bioensayo de Terreno: Determinaciéon en condiciones de campao, de la capacidad
insecticida de las 3icepas de Bacillus thuringiensis evaluadas por especie, para el
control de Tuta absoluta, Agrotis spp y Pieris brassicae

-

Esta etapa contempla la evaluacidn de campo de las 3 mejores cepas obtenidas a partir de
los bioensayos de laboratorio para cada especie a cenirolar.

Para el estudio de ensayos de campo, se seleccionara seclores con altos indices de ataque
de este grupo de insectos. Los sectores mas adecuados corresponden a {a zona de San
Clemente, reconocida productora de hortalizas, y la zona de Colin, que esta entre los
mayocres productores de tomale bajo plastico u otra que muestre altos indices de ataque de
las plagas en cuestion. Los agricullores a seleccionar, seran habiluales productores de los
cultivos en estudio, ubicados en la séptima regién, en zonas con historial de problemas de
las plagas, serdn convencionales y si existiera la posibilidad en el momento, se realizara otra
unidad con un productor organico.

Para realizar los tratamientos se considerara el estado fenologico de los cultivos y los
insectos. El tratamienio conira gusanos corladores como la mariposa blanca de la col
comenzara junto con la emergencia de las plantas (lechuga y repollo respectivamente).
Para tomate, los estados a considerar seran floracién y formacién de frutos.

Los ensayos de campo seran realizados en camaras individuales de alimentacion, Estas
consislen en dos capsulas cilindncas plasticas de 10 cm de didmetro, cubiertas en uno de
sus exlremas con una fina malla metéalica, unidas a una pinza meialica que permite fijar la
camara a la lamina foliar sin danarla fisicamente, e impidiendo |a salida de las larvas. Esta
técnica evita el problema de ailerar el tejido y compuestos naturales de ia planta, con la
consiguiente liberacidon de sustancias que pueden alterar la conducta del inseclo y del
ensayo

. H
Las variedades de hortalizas corresponderan a las mismas utilizadas en los ensayos in vitro. |

Et disefio experimental sera de blogues al azar. Para cada cultivo se evaluaran 10 plantias
(unidades expenmentales) de tamano y vigor similar. Cada planta {endra 4 camaras de
alimentacion, con una iarva cada una (repeticiones). Los parametros a medir seran
morlalidad y drea de dano por la larva. Los resultados seran sometidos a un ANDESA y si
existieren diferencias significativas, al test de separacion de medias de Tukey HSD
(P>0.05).

Las plantas seran asperjadas con una suspension de extracto Bt, utilizando 12 concentracion
LD50 determinada en los biocensayos de laboratono. La aplicaciéon se realizara al atardecer,
evitando la exposicion solar.

Tratamientos por plaga:

T1: Testigo abscluto

T2: Control positivo: Dipel 2X en dosis comercial
T3: Cepa Bt 1

T4: Cepa Bt 2

15: Cepa Bt 3

T6: Piretroide convencional

5-. Enemigos naturales
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3.- Determinacion de lgs parametros optimos de produccion de.las cepas activas de
B. thuringiensis , para las plagas en estudio.

Para cumplir con esta actividad, se dispone de 10 cepas nativas de B. thunngiensis,
aportadas por el doctor Luis Meza Basso de la Universidad de Talca, las cuales mostraron|.
una alta produccion de fa toxina activa. Como una forma de evitar la contaminacion de las
muestras, todas la operamones de repique e inoculacion se realizaran en camara de flujo
laminar.

Para realizar los estudios de laboratorio, las cepas seran cultivadas en matraces eflenmayer,
en medio de cultivo leche peptonizada, en agitacion en agitador orbital. El crecimiento de las
cepas se realizard con agitacion continua, a 25° C, esto permitira tener un inoculo estandar
para la realizacion de [os ensayos. Todos los trabajos de inoculacion se realizara bajo
camara de flujo laminar.

La produccion de bacterias, se realizard en biorreactores del tipo “air lift" de asa interna.
Para Ja construccion de los biorreactores, se emplearan botellas de suero de 1L, las cuales
seran cortadas por su parle supenor hasta una altura desde 14 cm. Las tapas se fabricaran |
de un matenal microporoso, con un diametro de 10 cm, y tendran orificios para los
dispositivos de salida de CO,, toma lemperatura e ingreso de aire. Una asa interna, hecha
de un tubo de vidrio con un diametra de 3,0 cm y con una altura de 5,5 cm, se encontrara en
|2 parte central de| biorreactor adherido con silicona a las paredes a través de soportes. Para
el insuflado de aire, se emplearan bombas de aireacion para peceras. Este aire se distnbuira
en el biorreactor, por medio de una piedra dispersadora, previo paso por unas botellas de
vidro, conteniendo una solucion saturada de NaCl al 20% para estenlizar el aire (Mendoza,
1995), madificandose el ingreso de la aireacion por medio de un tubo desde la parle superior
hasta !a pare infenor del biorreactor.

Los biorreactores vacios seran esterilizados usando luz UV a 30 cm durante 13 minutos,
previo {ratamiento con hipoclorito de sodio al 20% por 5 minutos.

Para iniciar ef cultivo se producira un preinoculo baclenano a parlir del cepario preexistente.
|Para- ello, se tomara una pequena cantidad de bactenas, desde las placas petr, y se
'creceran en 20 ml de leche peptonizada, durante 24 horas a 28 °C con agitacion constante.
Este preinaeulo sera vertido sobre 480 mi de leche peptonizada contenido en el biarrector.

4.1. Ensayo de medio de cultivo.

Se evaluaran para cada una de las cepas seleccionadas las siguientes mezclas de
nutrientes, para determinar e! mejor medio de cultivo de Bl

- Caldo nutriente.
- Medio Lb.

- Medio CIB.

- Medio PMB

- Jugo de tomate KHPO.+ K;HPO+{NH),S0.+ CaCl, 7HO0+ M
- Jugo de tomate + aceite de pescado A
- Jugo de tomate + aceite de pescado + KHPO.+ K,HPO,+

&Doq4

O
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Se considera al Agar nutriente, coma tratamiento control,

Cada une de eslos medios de cultiva seran colocado en matrazes eflenmeyer de SQD ml, en
un volumen de 250 mll matraz siendo sembrados, con 25 ml del inoculo estandar
suspensidn de esporas de Btf. a una concentracion 10° esporas/ml, esto realizado en camara
de flujo laminar. Manleniéndose los cullivos en agitacion, a una temperatura de 25° C.
Durante el proceso de fermentacidn se realizaran 8 muestreos alas 0, 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 microbic se haran por duplicado por el mélodo de placa
vertida en medio Plate Count Agar (PCA) y se haran coloraciones con azul de Comassie
para observar las celulas con el cristal biocinsecticida. Cada tratamiento se hara por friplicado,
utilizandose un disefic completamente al azar. (

4.2. Ensayo de temperalura y pH.

Para medir el efecto del pH y 1a temperatura se haran las siguientes combinaciones:
-pH 6,5 a 25, 30y 35°C.
-pH7,0a25, 30y 35°C
-pH7.5a 25,30y 35°C,

Se considera pH 7 ¥ 25° C como condiciones control.

Para esto se ulilizaran ios bio reactores, cada uno de los cuales seran llenado con 500 ml del
medio de cultivo, seleccionado del ensayo | e inoculado con 50 ml del inoculo estandar a una
concentracion de 10° esporas/m! Durante el proceso de fermentaciéon se realizaran 8
muestreos alas 0, 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) y se haran
coloraciones con azul de Comassie para observar las celulas con el cristal bioinsecticida.
Cada tratamiento se hara por trplicado, utilizando un diseno factoral de 3x3.

4.3. Ensayo de oxigenacion.

Utilizando la combinacion de los factores antes estudiados, se evaluaran 3 sistemas de
oxigenacién,

-. Sin adicion de aire ni agitacion (control}

-. Adicion de H;O, (10 mg/l) cada 3, 6, 12y 24 hrs.

-. Adicidn de aire esterilizade a 0,5, 1, 1.5y 2 vol de aire/vol de medio/min

En combinacion con dos patrones de agitacion de 200 y 800 rpm.

El aire se esterilizara, al hacerlo pasar por una suspension de NaCl al 30%

Para esto se utilizaran los bio reactores, cada unc de los cuales seran lienado con 500 m| del
medio de cultivo, seleccionado del ensayo | e inoculado con 5¢ mi del inpculo estandar a una
concentracion de 10° esporas/ml Duranie el proceso de fermentacion se realizaran 8
muestreos a fas 0, 4, 8, 12, 16, 24 y 4B horas extrayendose 2miL de los medios
fermentativos para evaluaciones de pH y recuento de células viables Los recuenios del
microbio se haran por duplicado por el método de placa verlida en medso Piate Count Agar
{F’CA) y se haran co!oracuones con azul de Comassue para o slulas con el cristal

velocidad de agitacién‘ Cada tratamiento se hara por tripy
de 2x4x2
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4 4. Optimizacion produccion

Una vez determinado el mejor conjunto de parametros de produccion, se iniciara un proceso
de optimizacién, de la produccion, a traves de la disminucidén controlada de aporte de
nutrientes y energia, al sistema productive buscando al final del proyecto poder generar una
canlidad de Bt suficiente para abastecer 20 has de alguna de las hortalizas, sobre las que
se trabaja en el proyecto. Ademas de realizar una estimacién de costos de produccion de
cada una de las cepas de Bf. Esto se realizaria en los bio reactores air lifl, conjugando todos
los faclores ya estudiados.

La produccion de baclerias, se realizard en biorreactores del tipo "air lifi" de asa interna.
Para la construccion de los biorreactores, se emplearan botellas de suero 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 diametro de 10 cm, y tendran orificios para los
dispositivos de salida de CO,, toma temperatura e ingreso de aire. Una asa interna, hecha
de un tubo de vidno con un didmetro de 3,0 cm y con una altura de 5,5 cm, se encontrara en
la parte central de! biorreactor adherido con silicona a las paredes a traves de soportes. Para
el insuflado de aire, se emplearan bombas de aireacion para peceras. Este aire se distribuira
en el biorreactor, por medio de una piedra dispersadora, previo paso por unas botellas de
vidrio, conteniende una solucién saturada de NaCl al 20% para esterllizar el aire (Mendoza,
1995), modificandose el ingreso de la aireacién por medio de un tubo desde la parle superior
hasta la parle inferior del biorreactor.

Los biorreactores vacios seran esterilizados usando luz UV a2 30 cm durante 15 minuios,
previo lralamiento cen hipoclonto de sodio al 20% per 5 minutos.

4.5. Evaluacién de sistemas aresanales.

Paralelamente a la produccién en bio reactores, se montara e! sistema de produccion
artesanal, utiizado en Cuba, el que consiste en:

En frascos de vidrio de 1|, se anaden 700 ml de medio de cultivo, con el pH ajustade al valor
mejor evaluado, estos frascos se colocan a incubar a la mejor temperatura evaluada en
oscuridad.

Para cada tratamiento se realizaran muestreos a las 0, 4, 8, 12, 16, 24 y 4B 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 medic Plate Count Agar {PCA) y se haran coloraciones con azul de Comassie
para observar las células con el cristal bio-insecticida. Una vez detectado el cristal bio
insecticida, se elaborara el exiracto Bt para cada unc de los sistemas, los gque seran
evaluados para cada una de las cepas seleccionadas, en sus respectivas plagas

4.6. Almacenamienio del produclo aclive

Utiizando el mejor conjunto de parametros de produccion, se produciran en los bio reactores
500 ml de cada una de las cepas de Bf, los que se scmeteran a centrifugacion a 2500g por
15 minutos, eliminandose el sobrenadante, dividiéndose en . El precipitado se sometera a los
siguientes tratamientos:
- 50°C
- 45°C
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Con y sin aire forzado, en estufa de secado con aire forzado.
cada una de estar. temperaturas por

-.12 hrs,

-. 24 hrs.

Después de esta etapa se evaluara la actividad in vifro de dosis de cada una de las cepas,
bajo cada uno de los tratamientos, seleccionando el sistema de secado que requiera menor

El tratamiento mejor evaluado para cada cepa serd sometido al siguiente ensayo factonal.
Factor acarreados f

-. Talco.

-. Bentonita.

-. Zeolita.

Factor temperatura de almacenaje
- 4°C

- 10°C

- 25°C

Envase

-. Envase de papel aluminizada.

-. Envase de papel aluminizade envasade al vacio.
Esto con 10 repeticiones por tratamiento. '
Trimestralmente, por 16 meses se evaluara, a través de ensayos in vitro, la actividad de
cada unc de los tralamientos y las UFC por gr. de cada una de las formulaciones. Los
resultados seran sometidos a un ANDESA y si existieren diferencias significativas, al test de
separacion dé medias de Tukey HSD (P>0.05).

Justificacion de los equipos

Camara de Flujo laminar; Reguerimos un equipe con un area de trabajo minimo de 1,18 m
de largc, ademaés que se encuentre instalada lo mas pronto posible, por lo que se opto por el
equipo nacional, el que ha tenido excelentes criticas de otros laboratarios y no requiere 60 a
90 dias para estar funcionando.

Balanza analitica: Debide a los volumenes a ulilizar de las cepas para los ensayos in vitro,
se requiere balanzas de una precision de 0,1 mg.

Agitador orbital: Dada la cantidad de tratamientos en los ensayos de produccion, se
requiere un agtador con suficiente capacidad en cuanto a peso para poder mantener la
agitacion de los matraces.

Horno de secado: Se estimo una capacidad de 53 litros, para asegurar simultaneidad en la
realizacion de los ensayos de secado del producio, ademas de aire forzado con ef fin de
disminuir la temperatura requerida para el secado y asi evitar dafies en el formulado,

Lupa: Se considera una lupa para determinar sintomas, est
insectos g utilizar




3 N -
% COBIERNOD DE CHILE Namero |

FUNUACKIN PARA LA
INNOVACION AGRARIA

Con y sin aire forzado, en estufa de secado con aire forzado.
cada una de estar temperaluras por :

- 12 hrs.

-. 24 hrs.

Después de esta etapa se evaluara la actividad /n vitro de dosis de cada una de las cepas,
bajo cada uno de los fratamientos, seleccionando el sistema de secado que requiera menor

dosis y concentracidon de las cepas de 5. - . M
AT AT LRI s 2T !

Ei tratamiento mejor evaluado para cada cepa sera sometido al siguiente ensayo factorial.
Factor acarreados !

-. Talco.

-. Bentonita.

-. Zeolita.

Factor temperatura de almacenaje
- 4°C

-.10°C

-.25°C

Envase
-. Envase de papel aluminizado.
-. Envase de papel aluminizado envasado al vacio.

Esto con 10 repeticiones por tratamiento.

Trimestralmente, por 16 meses se evaluara, a través de ensayos in vitro, la actividad de
cada uno de los tratamientos y las UFC por gr. de cada una de las formulaciones. Los
resultados seran somelidos a un ANDESA vy si existieren diferencias.significativas, al test de
separacion de medias de Tukey FSD (P>0.05).

Justificacion de ios equipos

Camara de Flujo laminar: Requernmos un equipo con un area de trabajo minimo de 1,18 m
de largo, ademas que se encuentre instalada lo mas pronto posible, por lo que se opto por el
equipo nacional, el que ha tenido excelentes criticas de otros laboratonos y no requiere 60 a
90 dias para estar funcicnando.

Balanza analitica; Debido a los volumenes a ulilizar de las cepas para los ensayos in vitro,
se requiere balanzas de una precision de 0,1 mag,

Agitador orbital: Dada la cantidad de tratamientos en los ensayos de produccion, se
requiere un agitador con suficiente capacidad en cuanto a pesc para poder mantener ia
agitacion de los matraces. -

Horno de secado: Se estimo una capacidad de 53 litros, para asegurar simultaneidad en la
realizacion de los ensayos de secado del producto, ademas de aire forzado con el fin de
disminuir Ia temperatura requerida para el secado y asi evitar dafios en el formulado.

Lupa: Se considera una lupa para determinar sintomas. es
insectes a utilizar.

.

1ZAD. e
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Centrifuga: La centrifuga especificada, es necesaria, ya que debemos trabajar sclo con el
sobrenadante de las soluciones, en volumenes pequefos para los ensayos in vitro y
volumenes considerables para los ensayos en campe, esto implica vanos rotores y que sea
refrigerada, de forma de pegdiitizusruso continud'a 3500 g, que es lo necesario para separa
los cuerpos paraesporales. 1 i |

A o T
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Pagina
Numero

Objetivo | Actividad Descripcion Fecha Inicio | Fecha
especif: N° N°® Término
Compra de equipos e insumos Nov/03 | Marzo/04
Global 1
1 1.1 Cultivo de plantas hospederas para NOV’°3; Mar/04
plagas
1 1.2 Recoleccion de plagas a criar Nov/03 Mari04
1 13 Crianza de plagas Enel/04 Oct/04
3 31 |Elaboracién de hio reactores Nov/03 Mar/04
3 3.2 |Elaboracion de cepario de Bt. Dic/03 Ene/04
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[ i DAD ) PRO Di{ad : 3
Objetive | Actividad | Descripcién Fecha Fecha
especif. N° N°® Inicio Término
| Global 2 Compra de insumos - Enel04 Dic/04
3 3.3 Produccion de cepas de Bt. para Enel04 Mar/04
ensayos
1 1.4 Bio Ensayo Laboratorio Marf64 .| Juniod
1 1.5 Bio ensayo ¢ompatibilidad Jullod | Sep704
-3 3.4 Ensayo | (Medio cultivo) Abr/04 Jun/04
3.5 Ensayo Il {T° pH) Julioa Sep/D4
3

2 2.1 Seleccién de agriculfores Sepi04 Sep/04
2 2.2 Bio ensayos de campo Oct/04 AbriliG5
3.6 Ensayo Il {oxigenacidon) Oct/04 Dic/04

1 1.6 Cultivo de plantas hospederas para Novi04 | Mar/05

plagas

1 1.7 Recoleccion de plagas a criar Nov/04 Mar/G5
4 4.1 Dia de campo Dic/04 DiciG4
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AN 2005
Objetivo | Actividad | pescripcion Fecha Fecha
especif. N° N° Inicio Término
Global 3 Compra de insumos Enel05 Dicl05
3.7 Ensayo IV (Optimizacién} Enel05 Abrf05
3 L
4 4.2 Participacion congreso Mar/05 ‘| Mar/05
3 3.8 Ensayo V {Artesanales) Ene/05 Abr/G6
2 2.3 Desarrollo Unidades de Validacion Juli0s May/06
3 3.9 Ensayos VI (Almacenaje) Abr/05 Sep/06
4 4.3 Dia de campo ’ Octl05 Oct/05
2 23 Instalacion y desarrollo de ensayos de Oct/05 Abr/06
campo
4 4.4 Dia de campo Dicl05 Dic/05
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A\le] 2006 -

Objetive | Actividad Descripcion Fecha Fecha
especif. N° N° Inicio Término
Global 4 Compra de insumos Ene/06 Jul/06

4 4.5 Participaciéon congreso Mar/06 Mar/06
4 46 Elaboracién de boletin de difusion Agof06 .| Oct/o6
(
Global 5 Elaboracién informe final Ago/086 Oct06




a8 Artovdad | Crast oo o Cre IEn- Abr | Vad Jur| Jut | Ao Seg Gct | Mev Dre 'Enu Aelael it | W] o] 2l | Aol B g Dvet | Mewd O lEm Fretd War b | atand dun| Jirl S pf it
I ] O Bl dTUIRES B AU 5 Z x [x Jx |2 ix |x [n |x |x |# [% X XX [ (% [A |4 M J% X X X |E3 XX JX |x {x |x

L] 1 peion Intsemy fval o S

: 11 |Cubllve de piaftss hospsdiras pain pligad L3 E x |x |x
12 Recolaccidn de plmgms o crlar ¥, X e A kS
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1.4 Blo anteys Laboretoros X |x |x |x
15 Bio amysys compatinliided X X Ix
18 ICulllvo de plantss hespedadns pars plagas Z |x x ¥ _|x
4.3 [l E3 ¥ i x

| A A
21 [Seteccidn de sgricultorey X
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] Productisn de capay de B, pars snsayos x [x ]x
1 Ensayo | {Madle cultivo} FCES
31 Ensaya 8l [T* pH} L LA
36 Ensayg 11 {valganmcionf 5 LA B X
17 Ensayo IV [4i4t, Arigyenalas] E3 B L L
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2tz A0 pSperadag ’ D€ "
Obj. Esp. |Resultado Indicador Meta Parcial

Ne T Final Meta Plazo
Obtener 2 cepas activas Numero de 2 por 1 cepa Mayi0d

1 para cada plaga Cepas plaga

activas .

2 control de cada ina de las | Disminucion 80% 50% ¢ Abr/05
plagas de dafo 80% Abr/06
Produccion para 20 has. Kg. 20 Kg./fmes | 5 Kg./mes | Ago/05

3 Equivalente a 1 Kg. de 10 Kg./mes |  Dic/05
f(\:"-'""“jlado“I ha 20 Kg.fmes Julf06
Y periodo de almacenaje Meses Julios
por 12 meses 6 meses Ene/0&
dias de campo Informe dia 4 2 AgolD5

4 de campo 2 Ago/Dé
Asistencia a congresos Resumen de 2 1 Oct/04
cientificos, congreso 2 Nov/D5
Boletin de difusién 200 Impresian Documente | Julf06
ejompiares ——

3 impreso OctiDg
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11.2 "Resultados ésperados por actividad: =7 7,

Meta

Parcial

Obj. Esp. | Activid, Resultado Indicador
N° N°® Final Meta Plazo
Global 1 Porcentaje de compra de Facturas 100% 50% Jun/03
equipos e iInsumos para el 100% Dic/03
ano
Globat 2 100% Compra de equipos Facturas 100% 50% Jun/03
e insumos para el ano 100% Dic/03
Global 3 100% Compra de equipos Facturas 100% 50% Junf03
e insumos para el afo 100% Dici03
4 100% Compra de equipos Facturas 100% S50% Jun/03
Global & insSumos para el afo 100% Dic/03
Globat 5 Elaboracion informe Informe Aprobact | Entrega Cct/OB
génde |informe
informe Nov/08
1 1.1 Produccion de alimento | N®inseclos 150 735 EnefC4
para insectos por plaga insectos /| 150 Mar/04
glaga
1.2 Poblacion inicial de | N° inseclos | 150 75 Ene/04
1 insectos por plaga por plaga insectos /| 150 Mar/04
plaga
1 13 Produccion de inseclos N®Insectos |50 75 Jun/04
por plaga {insectos /| 150 Ocli04
' plagaf
mes
14 Cepas seleccionadas por N® cepas 2 cepa 1 cepa May/04
1 plaga por plaga 2 cepas Jurf04
1 '1.5 Determinacion de N de 10 5 Agof04
compatibilidades productos e 10 Sepf04
testeados
1 16 Produccion de alimenic | N° insectos 150 75 Dicfo4
para insectos par plaga insecios /| 150 Mar/05
plags
Miniki——
1.7 Peoblacidn inicial de MN° insectos 15 75 Enef05
1 insectos por plaga por plaga insectos /| 150 Mar/05
plaga
2 21 Seleccién de agricultores N® 2 2 Sepf04
agricultores | agncultor
&s por
plaga
2 22 Cepas activas en campo | Disminucidn 80% 50% Abrf05
' porcentaje de BO% Abr/06
dano
2 2.3 Unidades de Validacion N° 3 Tomate Juifns
invernadero
Tomate aire Qcl/05
AT IAD SR libre L
% \Repolio  ALDIE/OS i~
3 31 Bio reactores operatvos N° de bio },”,. Ene/04: )
reactores D0 Marrod B
* )
OO e
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3 32 Cepario funcionando N° cepas 10 5 Dicf04
reproducidas 10 Ene/04
3 3.3 Produccion de cepas litros 15/mes 10 Febi/04
u ¥ 15 Mar/04
34 Seleccion de mejor medie | Produccion 100% S0% May/04
3 sobre testigo 100% Junf04
(AN) o T T
3 3.5 Seleceion mejor Produccion 100% 50% Ago/04
combinacion T° y pH spbre testigo 100% Sep/04
3 38 Seleccion sistemade | Produccion 100% 50% Nov/04
oxigenacion sobre testigo 100% Dic/04
3 3.7 Sislema de produccion Kg. 5 2,5Kg./fmes | Feb/05
Kg /mes 5 Kg./mes Abr/05
3 38 Aumento de los niveles de Kg. 20 10 Kg./mes | Ene/06
proguceion Kg./mes | 20 Kg./mes Sep/06
3 39 Almacenaje por 16meses meses 16 & meses QOclf05
. 16 meses Abrf06
94 41 Dia de campo N? asistentes || 25 25 Dic/04
q 472 Participacién congreso Publicacion Mar/C5
de resumen
4 43 Dia de campo N® asistentes 25 25 _Ocli0s
4 44 Dia de campo Publicacién Dic/05
de resumen

| 4 45 Participacion Congreso N? asislentes 25 25 Mar/06
4 46 Boletin difusion Grado de 100% 50% Sep/06

avance (efaboracion)

100%

(impresion) Ocl/06

.
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12.. IMPACTO' DEL PRC

12.1.- ' Econémico - -~

En el aspecto econémico se espera disminuir los costos asociados al control de Tufa
absoiuta y Agrotis spp, en cultivos organicos y convencional

Aumento en los rendimientos por disminucion de las perdidas ocasionadas por las plagas
antes mencionadas, ya que all disminuir el iempo de reingreso facilitaria el manejo de los
cultivos. ;

Generar fuentes de trabajo asociadas directa e indirectamente a la produccion de Bt. Dado
por el uso de insumos de produccion de procedencia nacional.

Disminucion en los costos en salud publica, asoctados a la disminucion del uso de
inseclicidas convencionales.

Una valonzacion de la bio diversidad nacional, mostrando beneficios econdmicos concretos
asociados a su proteccion y estudio.

Al disminuir la resistencia a las medidas de control {la forma de accidn de B, es al sistema
digestivo ¥ no a los neurotrasmisores), disminuiriamos los volimenes y numero de
aplicaciones.

-

12.2. Social

-. Generacion de fuentes de trabajo asociadas en forma direcla a la produccion del Bt., como
indireclas, produccion y transporte de insumos, asistencia técnica y difusion.

-. Mejera en fa calidad de vida y seguridad de los trabajadores agricolas, al generar una
alternativa viable a la utiizacién de insecticidas con riesgos para la salud humana.

-. Demostrar que la investigacion cientifica con fondos publicos, es capaz de generar
respuestas concretas a las necesidades regionales.

-. Dado que el uso de bio conlroladores, requiere de una mejor gestidn agroecosistemica por
parte de los agricultores, se genera una necesidad por el perfeccionamiento y una mejor
administracion de la produccion.

-. Inocue a trabajadores, generandec una disminucion de atenciones hospitalanas, por
infoxicaciones.
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123.Otros (legal, gestion, aominisiracion; organizacionales, e

- Al darle un uso economico a cepas nativas, se genera la necesidad de dar una marco
legal coherenie, que sea capaz de regular la valorizacion, investigacién y uso racional de los

. [recursos aporlados poer la bio diversidad nativa.

. e R T e
-. Apoya a las organizaciones dedicadas a la preservacion de la diversidad bioldgica, con
argumentos econémicos y sociales.
{
-. Al aumentar las alternativas para el control de plagas, se estimula la conversion a sistema
de produccion mas amigables con el medio ambiente como a la salud humana,
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La reahzacron de este proyecto genera |mpactos ambrentales posnwos en un grado alto
para los ecosistemas agricolas, dado que disminuye el uso de insecticidas, que ademas de
ser de amplio espectro, poseen una alta persistencia en el ambiente con consecuencias a
largo plazo.

Al utilizarse cepas nativas, la modificacién del ambiente se ve disminuida, ya que no
ingresamos genes nuevos al ecosistema nacional, sino que sole aumentamos la frecuencia
de los ya presentes. Estos es imporlante dada la facilidad relativa, que poseén las especies
bacterianas a la fransmision hornzontal de su material genético,

Al valorizar la biodiversidad nacional, permite una mejor proteccion de esta, dado que la
comunidad y el mercado ia perciben como un recurso Util a ser protegido.

La produccidn de Bt. no conlleva ningun impacto negativo para el ambiente, dado que gran
parte de los insumos destinados a la nutricion del Bf. son productos de desechos vy el resto,
presenta un facil degradacion en el ambiente, sin metabolitos intermedios recalcitrantes o
téxicos.

Se disminuye el dafo a los enemigos naturales y por lo tanto mejora el equilibro
ecosistémico, de los predios.

Disminuye la resistencia a inseclicidas.

13.2.-Acciones

Dado que los efectos de la produccion y uso de Bt. no presentan efectos nega-iji'vos sobre e
medio ambiente, sine gue lo contraric, se postula una amplia difusion de [os resultados del
proyecto,

13.3.Sistemas de segisi

El sistema de seguimiento, consistira en desarrollar un registro, de los insumos utilizados por
los agricultores, a los que se les transfiera el uso de Bt, y compara los volumenes de
piretroides y drganofosforados, utilizados antes y después de |a adopcidn del bio insecticida.
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Numero

[tem 2003/2004 2004/2005 2005/2006 TOTAL
Honorarios
Técnico 1 2.745.600 2.855.424 2.957.922 8.558.946
Técnico 2 3.379.200 3.514.368 3.654.943 10.548.511
Asesoria Entomélogo 200.000 208000 216.320 624.320)
Ascsoria Bioguimico 1.000.000 1.040.000 1.081.600 f 3.121.600
Direclor 2.504.000 3.020.160 3.134.630 9.056.790
Director Alterno 1.056.000 £.098.240 1.142.170 3.296.410
Total 11.284.800 11.736.192 12.187.585 35.208.577
Equipos
Cémara flujo 3.717.000 3.717.000
horno secado aire
ferzado 1.021.876 1.021.876
Centrifuga 8.083.773 8.083.773
Agitador arbilal 1.738.742 1.738.742
Balanza Analitica 1.519.698 1.519.698
Lupa esteregscopica 708.000 708.000
Total 16.789.090 16.789.090
Insumos 1.193.333 ).241.067 1.288.8u0 3.723.200
Transferencia
Piz de campo ) - 312.000| 324.480 634.800
Congresos y/0 e et e - P <170l
seminafios - 156.000 162,240 318.240
Boletin - - 648.960 648.960
total - 465.000 1.135.680 1.602.000
LUso Instalaciones 960, (M0 998,400 1.036 8O0 2,995,200
Gastos Adm. 600.000 624,000 618.000 1 .872.000
Viaticos 400.000 416.000 432,000 1.248.000
Transporle 1000000 1.040.000 1.080.000 3.129.000
Total 60.304.112 28.727.851 31.432.12%9 66.558.066
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item 2003/2004 2004/2005 2005/2006 TOTAL
Honorarios {
Director 2.904.000 3.020.160 3.134.630 9.058.790
Director Alterno 1.056.000 1.098.240 1.142.170 3.296.410
Total 3.960.000 4.118.400 4.276.800 12.355.200
Uso Instalaciones 960.000 998.400 1.036.800 2.995.200
Gastos Adm. 600.000 624 000 648.000 1.872.000
Vidticos 400.000 416.000 432.000 1.248.000
Transporte 1.000.000 1.040.000 1.080.000 3.120.000
Total 10.880.000 11.315.200 11.750.400 21.590.400
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Provecto {afios) 3
Proyecto {(meses) 36
Semanas al ano 48 )
Reajuste Anual 4% £
Hora Director 5500
Hora Director Alterno 5.500
Hora Agronocmo 4.200
Hora Técnico Especializado 3.200
[Hora Técnico 1 300
Aporte Empresa
Honorarios horas/semana | horasitolales | costo/hora costoltotal
Director 11 1584 5.500 8.712.000
Cirector allerno 4 576 5.500 3.168.000
11.880.0C0
Uso Instalaciones imes costofund costo total
Laberatorios 36 80.000 2.880.000
Oficina 0 2G.000 -
Habilitacién pieza cnanza 0 800.000 -
. 2.880.000
Gastos Administ. mes costo/und costo total
: 36 50.000 1.800.000
. 1.800.000
Servicios ano costofund costo total
Mantencién equipos 0 150.000 .
Vidticos eventos costo/und costo total
Viajes y terrenos 120 10.000 1.200.000
1.200.000
Transporte Kms costo/und costo total
25000 120 3.000.000
3.000.000
Total
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item 2003/2004 2004/2005 2005/2006 TOTAL
Honorarios
Técnico 1 2.745.600 2.855.424 2.957.922 8.558.946
Técnico 2 3.379.200 3.514.368 3.654.943 10.548.511
Asesaria Entomélego 200.000 208.000 2163204 . 624.320
Asesoria Bioquimico 1.000.000 1.040.000 1.081.600| 3.121.600
Tolal 22.853.377
Equipos
Camara fluio 3.717.000 - - 3.717.000
horno secado aire
forzado 1.021.876 - - 1.021.876
Centrifuga 8.083.773 - - 8.083.773
Agitador orbital 1.738.742 - - 1.738.742
Balanza Analitica 1.519.698 - - 1.519.698
Lupa estereoscopica 708.000 - - 708.000
Tolal 16.789.090 - - 16.789.090
Insumos 1.193.333 1.241.067 1.288.800| 3.723.200
Transferencia
Dias de Campo 312.000 324.480 634.800
Congresos 156.000 162.240 318.240
Boletin 648.960 648.960
Total 1.602.000
Total 42.096.312 8.858.859 9.199.585 44 967.666
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Detaﬂar Ios cntenos unhzados yla Justlﬁcac:on para el presupuesto por .'tem y
por ano, md.rcando los va!ores umtanos utmzados y ef numero de umdades por

‘conceplo.

| (para cada uno de J'os fiemsde gas{o se deberan espec:ﬁrcar fos cm‘enos ¥
metodologia de valoracion ulilizada)

.
aad = il
il

d

Proyecto {afios) 3 .
Proyecto (meses) 36 f
Semanas al aro 48
Reajuste Anual 4%
Hora Técnico Especializado 3200
Hora Técnico 1 300
Aporte Fia
Honorarios | horasisemana | horas/totales | costofhora costoftotal
Técnico 44 6.336 1.300 8.236.800
Técnico Especializado 22 3.168 3.200 10.137.600
Asesorias asesorias/ano anos Valor unit costoftotal
Asesor Entomdlogo 2 3 100.000 600.000
Asesor Bioguimico 4 3 250.000 3.000.000
21.974.400
Equipamiento Unidades Valor unit costoltotal
Camara flujo -1 3.717.000 3.717.000
horno secado aire forzado 1 1.021.876 1.021.876
Centrifuga 1 8.083.773 8.083.773
Balanza Analitica 1 1.519.698 1.515.698
Lupa esterepscopica 1 708.000 708.000
Agitador orbital 1 1,738.742 1.738.742
\ 16.789.090
insumos und n® und costofunidad Costo Total
)Agar nutritivo Kg. 6 80.000 480.000
iAgar B King Kg 5 80.000 400.000
Caldo Nutriente Kg 5 B0.000 400.000
Placas desechables Pa_qt 13 B 25.000 325.000
Insumos cultivo industrial Und 5 50.000 600.000
puntilias Paqt B 7.500 60.000
Antibioticos Kg 2 65.000 | .- ... 130.000
Porta objetos Caja ‘,W % 2.50(},“_:-‘-"',.:;:'_" 25.000
Cubreobjetos | Caja | S5 10 %\ 3.000 ] s 30,000,
Carteles Und “n26 INSY s::q‘\ 3.000 “’"fw }590&;
-, % ‘:_,—-'._-: A
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speedling und 20 1.500 30.000
filtros t und 5 50.000 250.000
tinturas litros 1 35.000 35.000
‘|Caido LB kg 4 80.000 329.000
Reactivos varis {alkcohol, eic} Mes 0 15.000 -
Macetas und 100 500 50.000
Ferilizantes y semillas Kg 90 | 1.000 90.000
Linea de nege mt 50 400 20.000
fiting riego und 10 5000 | 50.000
malla antiafido mt 30 f500 15.000
Pinzas und 4 5.000 20.000
algodén kg 10 3.500 | 35.000
sustrato almacigo m3 10 . 14.000 | 140.000
i | 3.580.000

Transferencia Unidades Valor unit costoftotat
Dia de campo 4| 150.000 600.000

Congresos y/o seminarios 2 150.000 | 300.000

Boletin 200 3.000 600.000
| 1.500.000

Total 43.843.490

P
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_:_16" AN, LISIS ECONOMICO DEL' PROYECTO

16 1 Cn terros [ supuestos ut:hzadas en e! anahsrs '

'Indrcar cntenos y supuestos utmzados en e! ca!cufo de mgresos (entradas} v
costos (salidas) del ' :

Para rezlizar el estudio de rentabilidad se utiizo un cultivo de tomate en invernadero,
considerando una hectarea .

Los ingresos corresponden 3l ingreso por un tomate convencional, dado que los sobre
precios en Chile no estan asegurados.

Los costos corresponden a un cullivo organico de tomate, donde se ha reemplazado el uso
de Bacillus thuningiensis comercial por el nativo.
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16.2. Flujo de Fondos del Proyecto e Indicadores de Renta

(calcular el VAN i la TIR dependiendo del tipo de proyecto)
I. PROYECCION SITUACION SIN PROYECTO

Pagina
Ndamero

ITEM ARNDS DE LA PROYECCION
1 2 3 1 5 6
1. ENTRADAS
Venta de tomates 2600000 20000000 26000000 26000000 2600000 2 6OU.000

Subiotal Entradas

2.600 000

" 7600 000

20600} THI

2 600 000)

2 600000

f

2600 006

2. SALIDAS

2. 1. Inversioncs

Invemadero

3.500 000

2.2, Gasies de Operacidn

TOTALES (1-2)

Pléstico 250000 250,000 256G 000 250,000 250.000 250009
Preparacion almacigos IEFRIULH 147 000 147 T 147,00 147,000 147 00
Preparacidn suclo 43 400 43 000 43,000 45 000y 45 (H0 45.000
Fertilizacion 219 000 219000 219 000 219 000 219 00 219 000
Confeecton melgas v accquindura 20 00K 20000 20004 20000 20 000 20000
Transplanie 43 .00 43,000 43 (0 43,00 43,000 43 000
Control de malczas 10 OO0 100,000 100 000 JOEL 000 100.000 100.000
Control de plagas

insecticidas 3000 85,000 830U 83.000 85 000 85.000
Racilius thuringensis extrabjero 32 000 32.000 32 004) 32.000 31000 32‘000‘
Fungicidas T 7so00 730000 7soonf  7aoenl  C Fanenl  7s000
Antibioticos 130000 130 000 150 000 15360 000 1540 000 156 Q)
Caldo Bordeles 15,000y [REI L5000 13,000 15 OU 15 Q0
Ricgos 35000 35000 A5 (00 33000 35,000 KRRV
Cosccha 294.000, 294 (110 253 0010 294,001 294.000 294 0040
imprevistos 39000 34000 39000 39w oon 39.000 39000
Subtotal Salidas 0510000 13510000 1551000 FSS1000  ESS1 0000 [ 551,000
3, BEMEFICIOS NETOS ZA5L0000  1AK9000) 1049000 LO49QUDl 1049 (00 | 49 (K

VAN (12%)

5 1187.860.28

TIR

3%




-

Il. PROYECCION SITUACION CON PROYECTO

ITEM ANQS DE LA PROYECCION
1 2 3 4l s: 6
1. ENTRADAS |
Venta de lomates 2 G OO 2 LoD ana 2,600, 10 2 GO U 2600000 2 600 000

Subtotal Entradas

2 6040000

2 600 000

2.600.000

2,600 060

2600000

2.600 000

2. SALIDAS

2 1. Inversioncs

Invernadero

3 300.000

2.2, Gastos de Qperacion

Pléstico 2500000 250000 250000 230000 2500000 250000

Preparacion almdcipos 47 008 147 UUUI 147 Q0 [E¥RIi0G 147 (1) {4?.()UOi

Preparacién suclo| 45 000 43000 43.000 45 000 45.000 45.000)

Fertilizacién) 2149 g0 219,000, 219.000 219000 219 01y 219,004,

Confeccion melgas s 2000y 20,000 20 000 24000 20,00t 20.000
accquiadura

Transplante 45000 45,000 43 000 15,0010 45 000 45000

Control dc malcsas {00 Qo0 HO 000 1{H) (HKK J ey (OO JOHE DN HJH.(H!(}H

Centrol de plagas |

insecticidas 25 (HI) 23,000 25 000 = 25 G 25 (M1 25 nuu|

Bocillus thuringensis nath ol 12 000 12 () 12 00 12 000 12.(HH) 12 600|

Fungicidas 75,000 73000 A0 13000 75000 73000

Antiiohicos|, 150,000 1 360 DN VA0 000 150 000 150 (30th IRV

Calde Bordeles 13 000 15,000 13 000 15.000 15,004 13.000

Ricgos 33000 R HE 35000 33.000 35 000 35.{}UUI

Coscecha 294 000 RDARVIY 294 00 294 000 294000 294.{}[J{Ii

impresisios RARI I 39000 REREE 39 000 39000 39 iltk{li

Subtotal Sahdas| 49710400 1471 00 1 471 noo 147 Q06 1 477000 1.47I_UU{I|

3. BENEFICIOS NETGS| - 237t00u 11290000 14200000 11290000 1129000

TOTALES (1-2)

t.iI‘),U—UU‘

VAN (12%)

131677887

TIR

3R
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lll. FLUJO DE FONDOS DEL PROYECTO

ITEM ANOS DE LA PROYECCION
] 2 3 1 5 6
|. SUBTOTAL ENTRADAS SIN 2.600 U(i(}i 2600000 26000000 2600000 2.600.000 2.600.000
PROYECTO
|
2.SUBTOTAL ENTRADAS CON 26000000 2600000 26000000 26000000 2.600.000 2.600 000
PROYECTQ| [
3. ENTRADAS TOTALES :
2-1)
4 SUBTOTAL SALIDAS SIN A03LO0U 1S3 000 VASEOOD L3S1.0000  1.551.000 1.551.000
MROYECTD
5.SUBTOTAL SALIDAS CON 97T 004 14710000 FATLOG00 1470000 1 471.000 1.471.000
PROYECTO |
|
6. SALIDAS TOTALES sooouf - seopo - &ooou - 80000l - 800000 . 8O 00O
{5-4)
* 7. HENEFICIQS NETOS RGO #0000 RO.000 REELOO0 K000y BO.000)
INCREMENTALES DEL
* PROYECTO (3-6)
8. BENEFICIOS NETOS 23700000 11290000 11290000 11290000 1.129.000 £.129 000
TOTALES CONPROYECTO (2-5) g
9. BENEFICIOS NETOS 2370a00]  Tizvong 1 rzwansl Lrzoeno]  piz00m0  1.129.000

TOTALES CON PROYECTO
DESPUES DEL IMPLESTOQ

VAN (12%) 151677887

TIR|

aR%

e

=
M COMEANC U, CHTLE




p ' Pagina
i COBIEMNO DE CHILE Nimero

FUNUACION FARA LA
INNOVALIGN AGRARIA

17.1. Técnicos - -

Las cepas de Bacillus thuringiensis fuera mcompatlb!e con los agroqu:mlcos utilizados en [a
agricullura convencional. Para esto se centraria la§ prusbas en manejo organico y se
realizarian pruebas de resistencia a agroquimicos para determinar las compatibilidades de
uso. .
_ {

L as cepas aisladas de Bf. no presenten una accién suficientemente eficiente en el control de
las enfermedades a evaluar. Frente a esta situacion se plantea realizar pruebas con mezclas
de fas mejores cepas, lo que ademas serviria para disminuir el riesgo de aparicion de
resistencia,

17.2.- Economicos

El precio de los producios comerciales en base a Bt bajen drasticamente, aun que esto es
poto probable, solo hay que escalar 1a produccidn de B! a un nivel indusinal para lograr que
Ios precios de produccién se igualen, pero teniendo un aharro en transporte e internacion.

1? 3 Gesﬂon

En este loptco no se permben nesgc:s dados que la geshon del proyecto depende
exclusivamente de la capacidad operativa del crganismo ejecutantes

17.4. Otros - B P IR N
Otro riesgo p05|ble es la relrcenma de fos agncu!tores por usar una bactena Ias que estan
nomalmente asociadas a enfermedades La accion propuesta es la difusion de la inocuidad
de esta especie a través del programa de fransferencia

o
\l‘.‘r',"
L

-
L
e

e
I
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Riesgo | Nivel Acciones

Identificado Esperado Propuestas
Baja aclividad de las cepas Bajo Utilizar mezclas de cepas.
Preserncia de resistencia a Bajo Utilizar mezclas de cepas.
cepas

incompatibilidad con ;
agroquimmicos Bajo Enfocar hacia la agricullura organica

Baja de precio de Bt

) . Buscar la forrma de escalar la produccion de
comercial Bajo

B85 a un nivel industdat.

Reticencia de agricultores Medio Cafnpar':a de difusion.




418.. ESTRATEGIA DE.TRANSFERENGIA DE RESULTADOS ' .. - .-

La estrategia de transferencia consistira en una primera etapa de una charla divulgaliva, que
informara sobre Ios aspectos generales de Bt y los reSultados de los primeros ensayos de
laboratorio. La segunda etapa estara dada por dias de campo que entregaran los resultados
de los ensayos de campo. A estos dias de campo se sumara la exposicion en el congresos
cientificos. Ademas de lo antericr se elaborara y publicara un boletin de distljbucién gratuita
sobre el las caracleristicas, uso, produccidn y almacenaje estandares de las cepas de Bs.

Al realizar ensayos en predios de agncultores, se le dara la validacién necesana para lograr
la difusién de estas cepas de Bf.

Una vez finalizado el proyecto y solucionado los problemas metodolégicos y de estandares
de calidad, Bio-Insumos Nativa, se avocara a el escalamiento tecnolégico, necesano para
lograr una formulacion cemercial, destinada a la produccion de horlalizas, tanto convencicnal
COMmo organica.
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entes asoc:ados
(Ac:'}untar en Anexo G ef Perfil Institucional y documentacion que indigue la naturaleza
juridica del agente postulante)

Bio Insumos Naliva Lida. es una joven y emergente empresa chilena de la Region del
Maule, dedicada a la creacion, produccion y comercializacion de insumos orqanicos para
la agricultura convencional y orgénica. Bio Insumos Nativa Lida. nacié debido a la
necesidad de unirse para polenciar las cualidades individuales con que contaba cada uno
por separado (informacion, tecnologia, conocimiento, contacto, capial, terrenos, etc ).

Esta formada por tres Ingenieros Agrénomos (Gerente Comercial, Gerente Técnico y
Gerente General) y dos vendedores, también Ing. Agronomos. Todos ellos ligados en
diversas formas a la produccion organica y convencional.

Fosee una idea de negocio distinto al conceplo actual, considerando una amplia gama de
productos organicos y allamente efeclivos, pero formulados en base a cepas y especies
nativas [chilenas). Esto, por consiguiente, ongina un producto mejor adecuado a las
condiciones locales, generalmente mas efectives en el control de los inseclos y patdégenos
presentes en el pais y con un menor precio final. Dentro del mismo concepto de distinguirnos
del resto, es necesario mencionar que Bio Insumos Nativa Ltda., ademas del la venta de!
producto, entrega un servicio integral, en el que apoyamos &l productor en su manejo
productivo sin _ costo alguno: enire otros, anadlisis patoldgicos y entomolégicos,
compatibilidades de otros quimicos con nuestros productos, analisis de indculo inicial de
Venturia inaequalis en hojarasca de manzanos. Es por esto que la venta de nuestros
productos exjge una atencion personal y a nivel de campo, por lo que no trabajamos a traves
de la, muchas veces poco profesional, venta de meson de la mayoria de los productos
{guimicos y organicos). Ademas lo anterior, en la actualidad eslamos desarrollando nueva
investigacion a traveés de ensayos formales (Agroindusiia, empresas semilleras, empresas
frulicotas, Centros de Investigacion, y Universidades) y tesis de grados en ia Universidad de
Talca.

La empresa posee un convenio con la Universidad de Talca para la produccion vy
comercializacion de tres cepas de Trichoderma aisladas por et Laboratorio de Fitopaiologia,
de la Facultad de Ciencias Agrarias de dicha Universidad con financiamiento de la
Fundacién para la Innovacion Agraria-FIA (Proyecto UTAL-FIA C98-1-A-072) . Estas cepas
han resultado ser altamente efectivas en el contro! de una serie de enfermedades como
Fusarium, Botrytis, Phytophthora, Rhizoctonia y Sclerotinia. Bio Insumos Nativa Lida. ha
podido, en menes de un ano, tnplicar 1as ventas a través de un trabajo seno y profesional.

Los clientes son imporiantes empresas como las vifas Montes, Ventisquero, San Rafael,
Semilleras como Sunseeds, Takii, Maraseed, forestales como Copihue y Agroindustrias
como lansa, entre otras.

La semana pasada, se formalizd un nuevo convenio para_ desarrollar téc:nica =4
comerciaimente diez cepas nativas de Bacillus thurnngiensis
por el Instituto de Biologia y Biotecnologia de la Unive
encuentran caracterizadas proteicamente (Cry) pero r

stas cepas se| 13
s a nivel del;

3
ie en sof evalu

- .

-
el cormoma
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Jaboratorio y campo, de manera de orientarlas al conirol de larvas de Lepidopteros como son
gusanos cortadores, polilla del tomate, y mariposa blanca de la col, siendo ei proyecto a que

se postula el medio para lograrlo,
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19.2. Instalaciones fisicas, ‘administrativas y contablés - L : .
1. Facilidades de infraestruclura y equipamiento importantes para 1a ejecucion del provecto

Bio Insumnos Nativa Ltda. cuenta con un laboratorio nueve de 70 mt?, pensado y construido
con los requerimientos y estandares que la produccién de biocontroladores requiere, y en un
100% con material sdlido.

Cuenta con una oficina, un laboratorio principal, una sala de autoclavado y preparacién
comercial del producto. Del faboratonio principal sale un pasillo con doble pueria para entrar a
una sala de cultivo {iluminada en sus cuatro paredes y cielo) y una sala de inoculacion,
ambas aisladas del exterior sdlo por la doble puerta.

En cuanto al equipamiento de laboratorio, se cuenta con el necesario para la produccién de
Trichoderma, vale decir, agitador magnético, micropipeta, autoclave de 12 Its., autoclave de
80 Its., microscopio, campana de vidrio, materal de vidrio.

?. Capacidad de qestion administrativo-coniable.

La empresa cuenta con el personal administrativo necesano para ltevar a cabe este proyecio
y cuenta con un contador externo a la empresa que llieva toda la conlabilidad de esta, Ambos
estardn a carge de la gestion administrativo contable necesaria para la tranquilidad de la
empresa y FIA.
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