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Prologo

Una de las principales plagas que amenaza la oferta exportadora de uva de mesa
en Chile es la polilla del racimo de la vid, Lobesia botrana (Denis & Shiffermiiller)
(Lepidoptera: Tortricidae). Esta plaga originaria de Europa fue detectada por pri-
mera vez en Chile, el 2008, en la zona de Linderos, Region Metropolitana. Debido
al grave dano fitosanitario que genera en los cultivos de exportacion, como uva,
arandano y ciruela, el Servicio Agricola Ganadero (SAG) la declard bajo control
obligatorio mediante la Resolucion N°5.916 de 2016 modificada por la Resolu-
cion N° 3.213 de 2017.

Bajo el marco de esta Resolucion del SAG, el Programa Nacional de Lobesia bo-
trana (PNLb) invitd al Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA) como
entidad consultora y asesora en los planes de manejo integrado de esta plaga.
Desde entonces, la alianza estratégica entre INIA-SAG, con el apoyo de la Funda-
cion de la Innovacion Agraria (FIA), han permitido el levantamiento informacion
valiosa acerca de la fenologia de este insecto, concibiendo un modelo de alerta
para el control de Lobesia botrana en Chile que se transformd en un eje central
la estrategia de mitigacion.

En la actualidad se presentan 3 grandes desafios en el control de Lobesia botra-
na: (1) reducir la intensidad del uso de agroquimicos, apuntando a la generacion
de una cadena de valor sustentable, ademas de fortalecer la inocuidad para la
produccion agricola de alimentos seguros y saludables; (2) controlar L. botrana
en las areas urbanas en donde existe un acceso restringido a las plantas infesta-
das en las casas junto a su dificil control quimico por la cercania a las personas y
(3) mitigar la contribucion del cambio climatico que promueve un mayor nime-
ro de vuelos y ciclos reproductivos.

Con el objetivo de responder a estos desafios INIA, con apoyo de SAG y FIA eje-
cuto el proyecto “Desarrollo de un biopesticida en base a hongos entomopato-
genos para biocontrol y/o manejo integrado de Lobesia botrana en vides como
una alternativa sustentable en el cambio climatico PYT-2017-0182".

La iniciativa estuvo orientada a disminuir las brechas tecnologicas, respecto al
desconocimiento de controladores biolégicos en base a microorganismo para la
mitigacion de poblaciones de Lobesia botrana. la falta de adopcion de tecnolo-
glas de control sustentables con el medio ambiente y la falta de control invernal
de la plaga. Larespuesta a esto Gltimo fue el desarrollo de alternativas para con-
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trol en esta época, donde L. botrana se encuentra en estado de pupa. Sumado a
lo anterior, se realizaron ensayos en otras regiones (Libertador General Bernardo
0" Higgins y Valparaiso), con el objetivo de validar y mejorar los resultados de
eficacia del proyecto.

En forma paralela, el equipo de extensionistas de INIA formaron grupos de tra-
bajo basados en la metodologia de Grupos de Transferencia de Tecnologia (GTT).
Durante el transcurso del proyecto, los extensionistas realizaron capacitaciones
sobre el uso y beneficios de los agentes microbianos empleados en este proyec-
to para el control de Lobesia botrana a los agricultores del Programa de Desa-
rrollo Local (Prodesal), correspondiente Isla de Maipo y Lampa, ambas comunas
en la Region Metropolitana.

A continuacion, se entrega, de forma sistematizada, los principales resultados
de este trabajo desarrollado por tres afios. Asimismo, se describe la biologia y
comportamiento de la plaga y su control en el territorio nacional gracias al co-
nocimiento generado en los estudios de INIA.

Instituto de Investigaciones Agropecuarias INIA / MINISTERIO DE AGRICULTURA
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Capitulo 1

Antecedentes biologicos de Lobesia botrana
(Denis & Schiffermiiller) (Lepidoptera, Tortricidae)

Nancy Vitta P.
Ing. Agronomo, MSc.
nvitta@inia.cl

1. Antecedentes generales

Esta plaga fue descrita por primera vez por Denis y Shiffermiiller en Austria,
como Phalaena Tortrix botrana (Denis & Schiffermuller), en NTTR. Su nombre
actual es Lobesia botrana Den et Schiff. La polilla europea de la vid L. botrana
(Denis y Schiffermiiller) (Lepidoptera: Tortricidae) es una polilla polifaga que se
desarrolla en plantas de varias familias. Este tortricido presenta de dos a cuatro
generaciones en Europa y, generalmente, tres en el area de Burdeos. Mientras
que en el sur de Europa L. botrana, completa entre 2 y 3 generaciones anual-
mente, aunque el nimero de generaciones varia de una en el norte de Europa,
a cinco en Asia Central. En el caso de Chile, hay al menos tres y posiblemente
cuatro generaciones.

Hasta la fecha es una de las plagas de vifiedos mas nocivas en los paises pro-
ductores de vid europeos y mediterraneos. Los dafnos se centran en los racimos,
permitiendo el inicio de varias infecciones por hongos como Botrytis cinerea
(Persoon: Fries) (Sclerotiniaceae). Lo anterior, conlleva que se pudran las uvas a
mediados de temporada y aumente la severidad del moho gris en la cosecha o
pudricion de Aspergillus negro (Aspergilus niger y Aspergilus carbonarius) que
son productores de ocratoxina A. Estas infecciones a menudo estan relacionadas
con la actividad de alimentacion larval de L. botrana. Sus larvas se alimentan
de flores de vid y bayas, con una diapausa facultativa y un nimero variable de
generaciones por ano, dependiendo de la temperatura y el fotoperiodo. Por lo
general, se informa como trivoltina en areas mediterraneas, aunque, en los afios
mas calidos, una cuarta generacion parcial ha sido reportada. Los primeros adul-
tos de L. botrana aparecen en la primavera y luego, son seguidos por la primera
generacion de larvas que se alimentan de inflorescencias y brotes; en el norte de
Italia, esto ocurre entre mayo y junio.
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En Chile, el Servicio Agricola y Ganadero (SAG) la detecto, oficialmente, a co-
mienzos de abril del 2008, cuando el insecto se encontraba en su tercera fase
generacional. La mayor informacion sobre la fenologia del dafio causado por esta
especie se ha reunido mediante observaciones y evaluaciones de los programas
de monitoreo sobre la vid vinifera y uva de mesa conducidos, principalmente, por
autoridades fitosanitarias y otros centros de vigilancia.

De acuerdo a Hahnemann (1961), Balachowshy (1966) y Gomez Bustillo (1979),
podemos situar sistematicamente a Lobesia botrana Denis & Schiffermdiller
(1776), como sigue:

2. Descripcion morfologica

2.1. Huevo

|
(2013 1o Animal (Sensu Linnaeus. 1758)
o J Artropoda (Siebol, 1946)
(G £ Insecta (Linnaeus, 1735)
SUDCLASE..ovvvvveererrsssessssssssssssiins Pterigogenea (Brauer, 1885)
Superorden Mecopteroidea (Tillyard, 1926)
Orden..... Lepidoptera (Linnaeus. 1746)
Division Heteroneura (Tillyard, 1918)
SUbOrdeN.......eeeveecievesssrenn Ditrysa (Borner, 1939)
Superfamilia..n Tortricoidea (Comstock, 1924)
Familia.nnssssssnnns Tortricidae (Stephns, 1829)
Subfamilia Olethreutinae (Washinghan, 1897)
LoV Olethreutini (Obrastosov, 1946)
(=] g 1] o T Lobesia (Guenee, 1845)
ESpecie. e botrana (Denis & Schiffermiiller, 1776)

Los huevos son depositados individualmente sobre superficies lisas de ramilletes
florales y en las siguientes dos generaciones son puestos aisladamente sobre las
bayas. En ningln caso, en placas ovigeras que contengan varias de estas unidades.

Instituto de Investigaciones Agropecuarias INIA / MINISTERIO DE AGRICULTURA
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El huevo de L. botrana es eliptico, aplanado y ligeramente convexo. Cada hue-
vo mide aproximadamente 0,65-0,90 mm de largo por 0,45-0,75 mm de ancho.
Cuando recién son puestos, los huevos son transldcidos, de color blanco cre-
moso (Figura 1A), tornandose amarillo palido, a medida que envejece. El color
blanco cremoso iridiscente del huevo se vuelve amarillo (Figura 1B) y luego se
ennegrece observandose la cabeza de la larva en desarrollo, aunque la incuba-
cion dura, normalmente, s6lo unos pocos dias (Figura 1C). El paso siguiente es la
eclosion o salida de la larva (Figura 1D). Tras haber emergido la larva y abando-
nado el huevo, de este queda solo el caparazon o huella redondeada y nacarada,
produciéndose la eclosion entre los 7 y 9 dias desde la ovipostura (Figura 1E).

El umbral de temperatura mas bajo para el huevo, el desarrollo larval y pupal es,
aproximadamente, de 8°C. Las hembras depositan los huevos de primera ge-
neracion por separado o en grupos de dos o tres en yemas, pedicelos y flores;
mientras que las hembras de la segunda y tercera generacion depositan huevo
en bayas de uva.

Figura 1. A) Huevo blanco cremoso. B) Huevos amarillos. C) Huevo cabeza negra. D) Eclosion
larva. E) Huella redondeada y nacarada (Fuente: Laboratorio Entomologia, INIA, La Platina)

2.2. Larva

La larva pasa por cinco estados larvarios: estado | (L1: 0,9-1,0 mm), estado Il (L2:
1,9-3,0 mm), estado Il (L3: 4,5-5,0 mm), estado IV (L4; 6,0-7,0 mm) y estado V
(L5: 10,0-11,0 mm). La larva neonata que sale del huevo tras la eclosion mide
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0,9-1,0 mm de longitud, siendo su capsula cefalica de color negro y el cuerpo
blanquecino y delgado, provisto de pelos proporcionalmente muy largos (Figura
2A) y el escudo protoracico mas palido que el resto del cuerpo. Las larvas mas
viejas tienen cabeza mas clara, de color marron amarillento, con un borde oscuro
en el borde posterior (mas cercano a el cuerpo) del escudo protoracico (seg-
mento detras de la cabeza) (Figura 2B). Mientras que las larvas jovenes tienen
cuerpos bronceados (Figura 2C).

A medida que va pasando de L1 a L5 aumenta notablemente de tamano, lle-
gando a medir de 10,0 a 15,0 mm. La larva madura varia de color amarillo
claro a marrén palido, dejando ver, en ocasiones (transparencia) el contenido
intestinal. Cabeza de color marron, escudete toracico , color marron mas os-
curo que la cabeza (Figura 2D). Las larvas de quinto estadio hacen girar un
capullo de seda blanco grisaceo en el que pupan (Figura 2E). El color de la
larva varia de acuerdo a la alimentacion. La larva en su estado completo de

desarrollo es de color verdoso amarillento, a veces algo marron o grisaceo.

Figura 2. A) Larva neonata. B) Larva mas vieja cabeza mas clara de color marron amarillento. C)
Larva joven. D) Larva madura. E) Larva de quinto estadio hacen girar un capullo de seda blanco
grisaceo para el proceso de pupacion (Fuente: Laboratorio Entomologia, INIA, La Platina).

La larva de L. botrana se diferencia de otras polillas de tortricidos (ejemplo de

Proeulia auraria), porque en la cabeza presenta una mancha genal corta, una mancha
oscura en la zona ocelar y pinaculas mas claras que en el resto del cuerpo (Figura 3).

Instituto de Investigaciones Agropecuarias INIA / MINISTERIO DE AGRICULTURA 11




Figura 3. Caracterizacion larva L. botrana (Fuente: Laboratorio Entomologia, INIA, La Platina).

El desarrollo larval completo ocurre entre los 20 y 28 dias aproximadamente
0 170 grados-dias para larvas alimentandose de flores y 225 grados-dias para
la alimentacion de larvas en bayas. Individuos sin diapausa de la primera y se-
gunda generacion pupan en hojas enrolladas o inflorescencias atadas con seda.
La generacion de primavera de L. botrana generalmente no tiene importancia
econdmica directa, excepto en fructificacion sobre cultivares de vino. Larvas de
generaciones carpofagas reducen la produccion de bayas, pero el dafio es causa-
do principalmente por las consiguientes infecciones flngicas y bacterianas. Sin
embargo, la segunda generacion es mas dafina para variedades de maduracion
temprana, mientras que la tercera generacion es mas perjudicial para varieda-
des de maduracion tardia.

2.3. Pupa

Las pupas se esconden en las cortezas de las plantas de vid, en los pliegues de las
hojas, en los racimos o en el suelo. Estan siempre envueltas por un capullo sedoso,
blanco, fusiforme y continuo de forma que constituye una envoltura completa que
no deja ver la crisalida; Gnicamente tiene una imperceptible discontinuidad por
donde debe salir el adulto y que esta formada por dos labios, aplicandose exacta-
mente uno sobre otro.

La pupa es alargada y de color marron oscuro, midiendo 5,0-6,0 mm de longitud
por 1,6-1,7 mm de ancho (Figura 4). Como muchos tortricidos, la pupa es inicial-
mente marron verdoso y luego marron oscuro. La longitud promedio de las pupas
machos y hembras de 5,5 mmy 7,0 mm, respectivamente.
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Figura 4. Diferencia de colores de pupas de L. botrana (Fuente: Laboratorio Entomologia, INIA,
La Platina).

Las pupas pueden diferenciarse (Figura 5) en macho y hembra. El macho pre-
senta 4 segmentos abdominales y la hembra 3 segmentos. Se pueden observar
claramente los 0jos, antenas, alas y segmentos abdominales. Generalmente, la
pupa hembra es de mayor tamafo que el macho.

Figura 5. Pupas L. botrana. 1zq. Hembra. Der. Macho.

L. botrana pasa el invierno en estado de pupa bajo la corteza o el ritidomo de
la vid (Figura 6), encerrada dentro de un capullo de color blanco. En primavera,
en coincidencia con la brotacion y floracion de la vid, comienzan a emerger los
adultos provenientes del estado de pasaje invernal.

Instituto de Investigaciones Agropecuarias INIA / MINISTERIO DE AGRICULTURA 13




Figura 6. Pupa L. botrana en ritidomo de vid (Fuente: Laboratorio Entomologia, INIA, La Platina)

Aunque las pupas estén en diapausa (estado fisiologico de inactividad) todo el
invierno, su intensidad respiratoria va variando a lo largo del periodo invernal,
aumentando al transcurrir el tiempo. Sin embargo, el hecho mas notable durante
la fase de hibernacion, es la elevada mortalidad natural que sufre el insecto por
predacion, parasitismo y patégenos flngicos. El desarrollo completo de pupas
pasa en aproximadamente 12-14 dias, o 130 dias de grado, para ciclo sin dia-
pausa. La diapausa de individuos del tercero o posteriores generaciones pupan
debajo de la corteza, en el suelo o debajo de la hojarasca; los adultos emergen
la siguiente primavera.

2.4. Adulto

El estado adulto presenta un largo de 6,0-8,0 mmy una envergadura alar de 11,0
-13,0 mm (Figura 7), puede presentar ambos sexos, un disefio dorsal provisto
de una banda transversal en el par de alas anteriores, que se visualiza al encon-
trarse las alas en reposo plegadas sobre el cuerpo. Los machos carecen de un
pliegue costal del ala anterior; el ala posterior es blanquecina con una periferia
marron, mientras que, el ala trasera femenina es completamente marron. Este
primer par de alas termina con un fleco color marron que otorga un aspecto jas-
peado caracteristico que hace inconfundibles a los adultos.
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Figura 7. Adultos L. botrana (Fuente: Laboratorio Entomologia, INIA, La Platina)

3. Biologia

La emergencia de los imagos y/o adultos de las pupas invernantes tiene lugar en
primavera, en funcion de las condiciones climaticas, las que varian segln zona y
ano. Esta salida primaveral de adultos es muy escalonada, ya que segln la fecha
de pupaciony el lugar de invernacion la influencia climatica, sera diferente.

Los vuelos de primera generacion pueden comenzar cerca del brote y continuar
por cuatro a cinco semanas; los machos comienzan a emerger cerca de una se-
mana antes que las hembras. Los adultos viven de una a tres semanas, vuelan
al anochecer (por encima de 12,2°C), y se aparean en vuelo (1 a 6 dias después
de la emergencia). Las hembras generalmente se aparean una vez en su vida. La
postura de huevos comienza de uno a dos dias después del apareamiento, cada
hembra puede llegar a poner entre 80 a 160 huevos. Los huevos de primera ge-
neracion son colocados individualmente en superficies planas cerca o dentro de
flores en el racimo, la eclosion se produce de 7 a 11 dias.

La duracion del periodo de incubacion, es decir, la evolucion del proceso de em-
briogénesis, esta fuertemente influida por la temperatura; la supervivencia de
los huevos esta influida por accion combinada de la humedad y la temperatura.
En esta primera generacion, teniendo en cuenta que las irregulares condiciones
climaticas primaverales no son la optimas para el huevo, el periodo de incuba-
cion suele durar una semana o algo mas. La larva neonata de 1,0 mm de longitud
aproximadamente, es muy agil. Larvas juntas o individuales en las flores for-
man “nidos” antes y durante la floracion. Estos glomérulos estan formados por
la agrupacion de varias flores o botones florales desecados (Figura 8), incluso,
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aungue es mMas raro, pequefas bayas recién formadas y atacadas, junto con los
excrementos del insecto y pequefos detritus vegetales unidos por la malla de
hilos sedosos segregados por la larva.

Figura 8. Glomérulos L. botrana en racimos de vid (Fuente: Laboratorio Entomologia, INIA, La
Platina)

En condiciones 6ptimas de 26, 7° Ca 294 °© Cy 40% a 70% de humedad rela-
tiva, el desarrollo larvario se completa entre 20 a 30 dias. Las pupas se forman
dentro de los capullos en el racimo de flores, en un l6bulo doblado de una lamina
de la hoja, debajo de la corteza o en grietas del suelo. Los adultos emergen 6 a
14 dias después de la pupacion. Por lo tanto, las generaciones posteriores de
la temporada, tienen el potencial de causar mayor dafo a los cultivos que las
primeras generaciones de la temporada. En otofio, con noches mas largas de
11horas aproximadamente, las larvas inician su diapausa. Ademas, una pupa en
diapausa resiste temperaturas mas bajas que una pupa sin diapausa y puede to-
lerar incluso los inviernos mas frios del norte de Europa. A comienzos de febrero,
durante el desarrollo posterior a la diapausa, antes de la emergencia del adulto,
las pupas pueden morir a temperaturas inferiores 7,8°C.

Bajo condiciones locales Lobesia presenta un ciclo de tres generaciones anuales,
la Gltima con densidad poblacional muy variable y con periodos de vuelo incluso
prolongados hasta el inicio de otofo. El nUmero de generaciones esta determi-
nado por una combinacion de varios factores incluyendo fotoperiodo, tempera-
tura enrelacion al umbral de desarrollo y microclima junto con la baja humedad,
latitud y tipo de alimentacion.
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3.1. Danos

El racimo generalmente esta infestado con maltiples larvas que se alimentan
individualmente de las bayas de mejor calidad. Las perforaciones o dafos pro-

vocadas por su ingreso a la baya, propician la infeccion por hongos causantes
de la podredumbre del racimo, originadas principalmente por Botrytis cinerea
(Figura 9).

Figura 9. Fruta infestada por Botrytis cinerea (Fuente: Laboratorio Entomologia, INIA, La Platina)

Los dafios ocasionados por este insecto son producidos por las larvas al alimen-
tarse de flores y frutos desde cuaje hasta maduracion, con la consecuente dis-
minucion de rendimientos y pérdida de calidad en uvas, sobre todo cuando la
misma es destinada a consumo en fresco. En vid no se alimenta de hojas ni de
otras partes de la planta.

Las larvas de L. botrana danan la vid alimentandose de flores, brotes y frutas. Las
larvas de primera generacion se alimentan de los botones florales, lo que resulta
en rendimientos reducidos, mientras que las larvas de segunda y tercera gene-
racion se alimentan de uvas maduras. Los umbrales economicos para L. botrana
en uva varian con las condiciones climaticas, tipo de uva (vino o mesa) y cultivar
(Figura 10). La primera generacion se desarrolla en inflorescencias (anto6fago);
donde las larvas forman el llamado glomerulo o nido. Las siguientes genera-
ciones se desarrollan en bayas (carpdfago). En vifiedos, L. botrana hiberna en la
etapa pupal debajo de la corteza exfoliante y en grietas del tronco y cordones.
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Figura 10. Dafio en bayas de vid por larvas de L. botrana (Fuente: Laboratorio Entomologia,
INIA, La Platina)

3.2. Mecanismos de dispersion

Las principales formas de dispersion de la plaga hacia nuevas regiones son me-
diante el transporte de productos con el organismo vivo o bien por la propia
capacidad de volar de los adultos, sumando a esto la incidencia de los vientos.
En el caso del comercio internacional, la polilla puede diseminarse en forma de
pupas que pueden encontrase en el material vegetal propagativo. La forma mas
comun de este material son estacas y sarmientos de vid.

La dispersion, a través de los adultos, no es tan importante ya que en general no
vuelan distancias mayores a 80 metros. Las plantas aisladas de vid que existan
fuera de las unidades productivas (en casas particulares, por ejemplo) represen-
tan un foco muy importante de infestacion y posterior dispersion de la plaga.

En resumen, una vez fecundadas las hembras de la primera generacion, deposi-
tan los huevos aisladamente sobre la corola de los botones florales y las siguien-
tes generaciones sobre los racimos.

El incremento de los huevos tiene lugar al cabo de pocos dias. La larva ataca los
botones florales, uniéndolos con unos hilos sedosos, formando un “glomérulo”
facilmente reconocible. Al final del periodo larvario, la larva teje un capullo, en
cuyo interior se forma la pupa o crisalida; casi la mitad lo hacen en repliegues de
las hojas y el resto en la corteza de las cepas, racimos, suelo y otros. Al cabo de
5-10 dias salen los nuevos adultos que repiten el ciclo, teniendo normalmente
2 0 3 generaciones al afo, aunque pueden tener mas, dependiendo de las con-
diciones climaticas y hospedero. En la 22 y 32 generacion, la puesta tiene lugar
sobre bayas, verdes o en fase de maduracion (Figura 11).
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Figura 11. Ciclo biologico L. botrana

Instituto de Investigaciones Agropecuarias INIA / MINISTERIO DE AGRICULTURA 19




4. Consideraciones finales

La polilla del racimo de la vid es una plaga que se conoce por ocasionar danos
directos como indirectos, éstos Ultimos a consecuencia de la accion de microor-
ganismos que ocasionan podredumbres. Los dafnos que esta plaga produce al
vifledo y otros frutales son debidos a las larvas que afectan al racimo y otros
frutos. Las larvas pertenecientes a la primera generacion se denominan gene-
racion antdfaga, debido a que atacan al racimo en periodo de floracion o proxi-
mo a este, alimentandose de botones florales, flores o, en algunas ocasiones, de
pequenos frutos recién cuajados. Segln se va desarrollando la larva, une varios
botones florales mediante hilos de seda formando los denominados glomérulos,
en los cuales vive la larva. A pesar de ello, los danos que ocasionan las larvas de
la primera generacion en relacion con la cantidad y la calidad de la cosecha tie-
nen una minima repercusion. Al contrario, las larvas procedentes de la segunda
generacion que atacan las bayas que estan en fase de desarrollo, perforando el
hollejo y alimentandose de su pulpa. Ademas, estas bayas terminan por secar-
se, caerse o pudrirse, dependiendo de su tamafio y de la humedad ambiental,
aunque algunas llegan a cicatrizar y terminan su desarrollo. Adicionalmente, el
dafno que producen las larvas de la tercera generacion tiene un efecto similar
al de la segunda generacion (ambas denominadas generaciones carpdfagas). La
diferencia reside en que, cuando las larvas de la tercera generacion atacan las
bayas, éstas se encuentran maduras o en fase de maduracion. Por ello, cuando
atacan las bayas haciendo orificios, salen los jugos azucarados de su interior que
favorecen la proliferacion de los microorganismos responsables de las podre-
dumbres, repercutiendo en el agravamiento de los danos.

Finalmente, L.botrana inverna en forma de crisalida en diapausa, escondida en
diversos lugares: bajo la corteza de las parras, suelo, hojas caidas, margenes de
tutores, etc. En primavera, al aumentar la temperatura, emergen los adultos,
siendo su salida muy escalonada, iniciandose antes de la brotacion de la vifa
u prologandose durante varias semanas. Segln el lugar de hibernacion, la in-
fluencia climatica sera diferente. Los primeros adultos son, en general, machos
(protandria), pero al final del periodo de vuelo predominan las hembras. Su vuelo
es crepuscular; permaneciendo inactivos durante el dia, escondidos en hojas y
racimos.
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Capitulo 2

Control biologico sobre Lobesia botrana
(Denis & Schiffermueler)

Nancy Vitta P.
Ing. Agronomo, MSc.
nvitta@inia.cl

1. Antecedentes generales

Las larvas de Lobesia botrana, de primera generacion, daian las inflorescencias
mientras que, la segunda y tercera generacion, dafan las bayas verdes y ma-
duras. Los danos causados por la tercera generacion son de gran importancia
econdmica. Ademas, el dafno directo suele ir acompafnado del dafno indirecto por
la infeccion de la uva por el hongo Botrytis cinerea Persoon. Las larvas transmi-
ten el hongo a las bayas de los racimos y la presencia de este hongo mejora el

desarrollo larvario.

Dentro de las alternativas de control, para los dafios que provoca esta plaga, se
encuentra el Control Biolégico. Su estrategia consiste en favorecer el uso y la
conservacion de enemigos naturales nativos, ya presentes en el ecosistema, en
lugar de introducir especies exdticas. Para tener éxito en este tipo de programa
de control, es esencial tener un buen conocimiento de la identidad de los ene-
migos naturales presentes y ambiente de la plaga, asi como la influencia de este,
variacion en la estructura y diversidad de la comunidad parasitoide. En paralelo,
también es crucial entender la naturaleza e interacciones entre la plaga, sus
plantas hospederas y sus parasitoides. Ademas, se debe considerar las especies
y variedades de plantas que difieren en su aleloquimica y puede afectar el ren-
dimiento de herbivoros y parasitoides

2. Control biologico con enemigos naturales

2.1. Depredadores

Se tiene referencia de numerosas especies depredadoras de L. botrana. Asj, el
“Predator Host Catalogue” de Thompson y Simmonds (1960), incluye 21 espe-
cies de insectos depredadores de la polilla del racimo, destacando algunos neu-
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ropteros, sobre todo crisdpidos (Chrysoperla carnea) (Figura 1), y coledpteros
(coccinélidos, carabidos, cléridos, malaquiidos), citandose también algunos der-
mapteros e himenopteros, incluso algin hemiptero.

Figura 1. Chrysoperla sp. (Fuente: Laboratorio Entomologia, INIA, La Platina)

2.2. Parasitoides

Existe una extensa fauna capaz de parasitar a L. botrana. Ruiz Castro (1943), ela-
bord una lista de diversas especies, entre las cuales se incluian: himendpteros (ic-
neumonidos, calcididos y braconidos) y dipteros taquinidos (Figura 2). En otra lista
redactada por Thompson (1964) se citan 97 especies que pueden parasitar a la po-
lilla del racimo, entre las cuales figuran: dipteros taquinidos (ejemplo Phytomyp-
tera nigrina (Meigen, 1824)) e himendpteros, figurando por orden de importancia
icneumonidos (Campoplex capitator), pteromalidos y calcididos, entre otros.

Figura 2. Adulto de taquinido emergiendo de pupa de L. botrana (Fuente: Laboratorio Entomo-
logia, INIA, La Platina)
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Se destaca C. capitator (Figura 3), debido a que este endoparasitoide larval soli-
tario tiene una amplia distribucion geografica y ha sido regularmente observado
en la mayoria de los vifiedos europeos (Italia, Espafia, Suiza, Francia). La capaci-
dad de C. capitator para parasitar las pupas en diapausa de L. botrana indican
que pueden parasitar la tercera generacion de larvas de Lobesia a finales de
otono. Debido a su eficiencia natural, densidad y amplia distribucion geografica,
puede proporcionar un importante control natural de la poblacion de L. botrana.
Un lanzamiento de esta especie parasitoide, a principios de la temporada, po-
dria reducir la reproduccion de generaciones posteriores de la polilla.

Figura 3. Campoplex capitador Aubert, 1960 (hembra y macho: IT, San Rossore Pisa ex Lobesia
botrana). A) Hembra, vista lateral. B) Mcho, vista lateral. C) Propodeo hembra, vista dorsal. D)
Capullo abierto, nido seco sobre Daphne gnidium. E) Antena distal hembra (24 artejos) (Fuente:
Scaramozzino et al, 2018).

La mayoria del parasitismo tiene efecto sobre las crisalidas invernantes, aunque
existen especies que afectan a huevos, larvas o crisalidas no invernantes, pero
con tasas de parasitismo bastante inferiores.

Para el caso de L. botrana se efectuaron muchos ensayos con diferentes insectos
entomofagos, pero la mayoria de los trabajos se centrd en el estudio de la uti-
lizacion de himenopteros, mas especificamente, los del género Trichogramma
(Figura 4A, 4B), los cuales actdan como parasitoides o6fagos (de huevos).
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Figura 4. Trichogramma sp. A) Adulto. B) Huevos de L. botrana parasitados por Trichogramma
(Fuente: Laboratorio Entomologia, INIA, La Platina)

Asimismo, los Icneumonidos (Figura 5) han sido muy estudiados debido a su po-
sible utilizacion en el control biologico de plagas, ya que son parasitoides de
larvas y crisalidas de una gran variedad de insectos. Entre los parasitoides es-
tudiados, que ha cobrado gran importancia, encontramos el pteromalido de la
especie Dibrachys affinis Masi. En los diferentes ensayos realizados sobre para-
sitismo se ha podido constatar que el efecto que ejerce D. affinis sobre las cri-
salidas es bastante significativo, llegando a alcanzar tasas de parasitismo muy
elevadas, del orden incluso del 88%.

Figura 5. Adultos de Icneumonidae (Fuente: Laboratorio Entomologia, INIA, La Platina)

Otro grupo de parasitoides con los que se han realizado algunos ensayos, es un
miembro perteneciente a la familia de los braconidos (Apanteles sp) (Figura 6).
Este grupo de parasitoides tiene una distribucion mundial, gran parte de ellos,
son ectoparasitos que se desarrollan sobre larvas de coledpteros y lepidopteros.
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Figura 6. Adulto Apanteles sp. (Fuente: Laboratorio Entomologia, INIA, La Platina)

La presencia de un entorno natural, circundante al vinedo, puede desempenar
un papel crucial como reservorio de biodiversidad, cuyos beneficios pueden ex-
tenderse al propio vifedo, por la colonizacion de otros parasitoides a las zonas
afectadas por esta plaga. También se ha demostrado, en otros ensayos realiza-
dos recientemente, que las larvas de L. botrana se desarrollan mas rapidamente
en respuesta de sefales percibidas de la presencia de parasitoides. Esto puede
ser debido a una adaptacion defensiva con el fin de evitar los ataques del para-
sitoide, fendmeno que cobra gran importancia en la lucha biologica.

3. Control etologico o semioquimico

En el caso de L. botrana, el mensaje de comunicacion sexual para llamar al apa-
reamiento por parte de la hembra no esta formado por una sola sustancia. Se
han hallado, al menos, 15 cadenas rectas, compuestos de alcohol y acetato, tres
de los cuales son conductualmente activos. Estas sustancias se presentan, co-
mercialmente, de dos maneras: para el monitoreo y para el control de las po-
blaciones. En el primer caso, se trata de trampas de feromonas que consisten en
tres tapas de plastico (tipo triangulo), la de abajo con una cartulina engomada y
en la parte superior se coloca una capsula con feromona femenina para atrapar
machos de la especie (Figura 9). El segundo caso de control de poblaciones es a
través de confusion sexual que se explica a continuacion.
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Figura 9. Trampa feromona para el monitoreo y para el control de las poblaciones de L. botrana
(Fuente: Laboratorio Entomologia, INIA, La Platina)

3.1. Confusion sexual

Las feromonas son mensajeros quimicos, volatiles, liberados al ambiente y que
influyen a distancia en el comportamiento de individuos de la misma especie.
A diferencia de las hormonas, que son segregadas por glandulas endocrinas,
las feromonas son segregadas por glandulas exocrinas, actuando como agente
comunicador entre individuos de la misma especie. Aunque son segregadas en
cantidades muy pequenas, la capacidad de deteccion es enorme debido a su alta
especificidad dentro de la misma especie, afectando el comportamiento de los
insectos en su agregacion, dispersion, alarma y comportamiento sexual. El fun-
damento de este método es sencillo. Consiste en impedir que el macho localice
a la hembra por la nube de confusion generada por la feromona y, de este modo,
se impida el apareamiento, descendiendo la poblacion de la plaga y la aparicion
de larvas que provoquen danos en el racimo.

Por otro lado, para reducir los apareamientos y la reproduccion, se utilizan los
dispensadores, emisores o difusores (Figura 10). Estos son disefiados de manera
diferente segln la marca comercial, pero basicamente son dispositivos que lle-
van en su interior la feromona en forma liquida, para ser emitida y volatilizada
al medio ambiente del cultivo en forma progresiva. La duracion de esta emision
puedes ser de hasta 6 meses.
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Figura 10. Emisor de confusion sexual para control de L. botrana (Fuente: Laboratorio Entomo-
logia, INIA, La Platina)

La técnica de confusion sexual funciona provocando una interferencia en la co-
municacion quimica olfativa de los insectos, mediante la distribucion masiva
de feromonas sintéticas en el campo por medio de difusores. Esto provoca una
nube de feromonas que desorienta y confunde a los machos, impidiéndoles lo-
calizar a la hembra. Este método esta basado en dos mecanismos distintos: uno
es la competencia entre las hembras y los difusores en la atraccion a los machos;
y el otro se basa en el camuflaje de la pista olfativa ejercido por los difusores
sobre las hembras, lo que las hace menos atractivas, este efecto varia en funcion
la dosis de feromona y la distancia.

En el caso de L. botrana, los efectos ejercidos por los mecanismos de camuflaje
y competencia juegan un papel importante sobre la confusion sexual segln la
situacion de estos insectos. En la aplicacion de este método, hay que tener en
cuenta algunas consideraciones: la densidad de poblacion de la plaga, ya que
la eficacia del método va ligada a esta, siendo mas eficaz cuanto menor sea
la densidad poblacional de adultos. En este caso es mas sencillo perturbar la
comunicacion sexual y menos probable que se produzcan encuentros fortuitos
entre macho y hembra. Por otra parte, en el caso de los atrayentes, hay distintos
aspectos a tener en cuenta como: la naturaleza de los difusores para asegurar
su emision durante todos los periodos de vuelo; la masa de follaje del vifedo,
la cual influye en la conformacidn y mantenimiento de la nube de feromonas; y,
finalmente, su correcta distribucion, manteniendo su equidistancia y reforzar los
bordes de la parcela, duplicando el nimero de difusores alrededor delperimetro.

La utilizacion de este método tiene una serie de ventajas, tales como: ser un

28 BOLETIN INIA N° 419



método ecologicamente limpio, que no deja residuo, es especifico y respetuoso
con la fauna, evitando asi la alteracion del equilibrio biolégico. Por Gltimo, pre-
senta un efecto acumulativo a lo largo de los afos junto con ser comodo de
aplicar.

El método de control se basa en la colocacion de emisores en el cultivo en na-
mero variable, segin marcas comerciales (Figura 11). Por lo general, se colocan
en los alambres del sistema de conduccion de la vid o, segin el modelo, en el
piton o cargador. Estos difunden la feromona volatil al medio ambiente, saturan-
do el mismo y formando una especie de nube aromatica. Los machos, debido a
este exceso de estimulos, no pueden detectar la presencia real de las hembras
produciéndose una disminucion drastica del acoplamiento y consecuentemente
de las oviposiciones. De esta manera, se produce una disminucion de la densidad
poblacional de la plaga y de los dafos en el cultivo.

Figura 11. Emisor de confusion sexual para control de L. botrana instalados en el cargador
(Fuente: Laboratorio Entomologia, INIA, La Platina)

En general, es de fundamental importancia determinar el momento de coloca-
cion de los emisores en el campo. Se considera que el mismo debe efectuarse
de manera temprana, inclusive antes de brotacion. No hay inconvenientes por la
duracion de la emision, ya que, al colocarlos temprano, debido a las temperatu-
ras primaverales frescas, la emision es menor. Es decir, la difusion de la feromona
volatil es proporcional a las temperaturas, por lo cual la colocacion temprana no
afecta la duracion total de la emision, puesto que las temperaturas medias en
ese momento son bajas. Se deben colocar trampas para el monitoreo de machos
en los vifiedos, en lugares donde no se hallen las feromonas, ya que la nube ge-
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nerada por la colocacion de los difusores en el campo impide también el normal
funcionamiento de la trampa.

4. Aplicacion de sustancias de naturaleza mineral

Se han realizado diferentes ensayos con productos de naturaleza mineral para
potenciar el efecto de control de los pesticidas. Asi, se ha utilizado una mezcla
de cloruro de sodio y silicato de sodio como insecticidas, sobre todo con accion
ovicida, donde presentan una mayor eficacia debido a su accion deshidratante
que obstaculiza el desarrollo normal del proceso de incubacion. Paralelamente,
a estos ensayos se realizaron analisis en los mostos, para comprobar si el tra-
tamiento con estos productos afectaba de alguna forma su composicion, obte-
niéndose resultados similares a la de mostos procedentes de uvas no tratadas.
A pesar de esto, todavia hay que seguir investigando sobre el tratamiento con
productos a base de sales de sodio para encontrar la mejor concentracion y apli-
cacion.

También, se han realizado algunos estudios sobre la utilizacion del caolin, un
material inerte, de naturaleza mineral, el cual no presenta toxicidad alguna. Se
evaluob su eficacia, sobre huevos y larvas neonatas de L. botrana, también se es-
tudio la influencia del caolin sobre algunos parasitoides de esta plaga, en con-
creto sobre Trichogramma cacoeciae (Marchal) (Pease et al,, 2016). Los resulta-
dos obtenidos fueron muy prometedores, ya que la utilizacion del caolin, produjo
una reduccion en la oviposicion y en la eclosion de los huevos de L. botrana,
ademas de aumentar la mortalidad de sus larvas.

5. Investigaciones INIA

5.1. Desarrollo de modelos de alerta para el control
de Lobesia botrana en Chile” Codigo PYT -2015-0097

En los dltimos anos, INIA desarrollé en conjunto con el Servicio Agricola y Ga-
nadero (SAG) el proyecto PYT-2015-0097 financiado por la Fundacion para la
Innovacion Agraria (FIA). El objetivo del proyecto fue desarrollar modelos de
alerta temprana basados en la interaccion de grados dias, humedad y distribu-
cion geografica, para el control oficial de Lobesia botrana en Chile, que permitan
determinar los momentos optimos de aplicacion de plaguicidas. Como resultado
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adicional, se determin6 parasitismo natural, en pupas de L. botrana, colectadas
en Estaciones de Monitoreo de INIA.

Pupas de L. botrana de tercera generacion durante la temporada 2015-2016
fueron colectadas de los cuarteles de cinco de las seis Estaciones de Monitoreo
que mantuvo INIA, mediante el proyecto FIA -SAG “Desarrollo de modelos de
alerta para el control de L. botrana en Chile”. Grupos de 50 o mas pupas fueron
instaladas en camaras bioclimaticas a 7°C,10°C y 14°C, con un 40 % HRy 10
horas de luz y 14 de oscuridad. Las pupas fueron instaladas a partir del 28 de
abril del 2016 y el 14 de junio del 2016, determinando la presencia de parasi-
tismo en dos de las Estaciones de Monitoreo (EM); Chépica, region de O'Higgins,
Fundo Las Casas, predio que mantiene desde la temporada 2015-2016 confu-
sion sexual y en la EM de Paine, region Metropolitana, sector de Champa, que no
presentaba confusion sexual.

El parasito encontrado, como se presenta en la Figura 12 y 13, seria un pa-
rasitoide de pupas del Orden Hymenoptera Familia /chneumonidae, de acuer-
do a la identificacion que se hizo en el Laboratorio de Entomologia, se trataria
del parasitoide nativo de pupas Coccygomimus fuscipes, el que de acuerdo con
Lanfranco (1986), Neira( 1983), y Prado (1991) tendria como hospederos a Rh-
yacionia buoliana, Cydia molesta, Orgya antiqua, Pieris brassicae y Rachiplusia
nu, de estos R. buoliana y C. molesta pertenecen a la misma familia de que L.
botrana (Tortricidae).

Figura 12. Parasitoide de pupas de L. botrana (Fuente: Laboratorio Entomologia, INIA, La Pla-
tina) Figura 12. Parasitoide de pupas de L. botrana (Fuente: Laboratorio Entomologia, INIA, La
Platina)
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Figura 13. A). Parasitoide de pupas de L. botrana dentro de la pupa. B). Orificio en pupa de Lo-
besia donde emergid el parasitoide (Fuente: Laboratorio Entomologia, INIA, La Platina)

Posterior a la identificacion, los resultados del experimento se presenta en
el Cuadro 1 en donde el material que se mantuvo en crianza, en una EM con
confusion sexual, a 10°C alcanz6é un 40,7% de parasitismo. Su presencia en las
crianzas podria estar indicando su importancia en la disminucion de la plaga en
tercera generacion invernante en condiciones naturales, especialmente cuan-
do se maneja bajo programas de Manejo Integrado de Plagas. De acuerdo con
la literatura, es posible contar con este parasitoide de prepupas y pupas gran
parte del afio (aproximadamente 8 meses, desde septiembre hasta abril), lo que
con liberaciones inundativas en los periodos de pupacion de primera segunda y
tercera generacion, podria ser una alternativa mas que se sume a parasitoides
de huevos. Por otra parte, también se sefala que su inespecificidad biologica la
podria facultar para seleccionar sus hospederos dentro de una amplia variedad
de especies de Lepidoptera. Las caracteristicas de Lobesia botrana podria mos-
trar un buen recurso para su rol parasitoide, evaluacion que debe ser realizada.

Cuadro 1. Porcentaje de parasitismo, por predio y por camara bioclimatica (INIA
La Platina. Julio 2016).

Camara Predio Total pupas  Total N° pupas % de para-
(°0) Lobesia  adultos parasitadas sitismo
14 Fundo Las Casas 54 4 20 37
10 Fundo Las Casas 54 9 22 40,7
14 Champa 50 1 0 2
10 Champa 50 0 2 4
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6. Consideraciones finales

Algunas caracteristicas del hospedero pueden afectar directamente a los ene-
migos naturales. Por ejemplo, mientras se alimentan, los parasitoides se en-
cuentran con huéspedes de diferentes tamanos y calidad y puede seleccionar
los hospederos mas adecuados para el desarrollo de su descendencia. Muchos
estudios han demostrado que las especies pueden desarrollarse con éxito en di-
ferentes tamanos de huéspedes, pero a menudo prefieren un tamafo particular.

La eficiencia de los parasitoides en el control de la poblacion de plagas depende
de su capacidad de reducir significativamente su densidad. Si los parasitoides
atacan s6lo los hospederos juveniles sin afectar activamente el éxito reproduc-
tivo de estos, la eleccion de dicho parasitoide puede ser inadecuada para con-
trolar la plaga. Ademas, el conocimiento del efecto de la planta huésped y la
seleccion del huésped puede contribuir a una mejor comprension de la dinamica
de la poblacion de plagas y parasitoides que se solicita para desarrollar con éxito
programas biologicos.

En conclusion, los resultados de especies parasitoides y depredadores para L.
botrana en vifiedos de diferentes regiones indican que las especies que se utili-
zaran en un programa de control bioldgico variaran segin la ubicacion geografi-
ca. Asimismo, su eficiencia puede verse afectada por los cultivares, de las cuales
se alimentan las larvas de L. botrana. Consecuentemente, un éxito biologico en
un programa de control contra L. botrana, no solo debe considerar la plaga y el
posible parasitoide, sino también las interacciones entre parasitoide, anfitriones
y plantas hospederas en diferentes habitats.

La continuidad en la aplicacion de este método de control en el vifiedo durante
anos consecutivos conlleva a la disminucion progresiva de la densidad pobla-
cional de la plaga, ofreciendo resultados de dafos nulos o despreciables. La no
aplicacion del parasitoide y/o depredador en un afio consecutivo da lugar a la re-
cuperacion de la plaga, aunque este método no necesita de un seguimiento es-
tricto del ciclo biologico del insecto, por lo que es conveniente mantener cierta
vigilancia, en los momentos de riesgo de dafio, correspondiendo a la oviposicion
y momento de actividad larvaria de 23 y 3@ generacion.
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Capitulo 3
Microorganismos con actividad entomopatogena

Fabiola Altimira P.
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1. Antecedentes generales

A pesar de que los microorganismos entomopatogenos, tales como hongos,
bacterias y nematodos son prometedores pesticidas biolégicos para el control
de insectos, existen pocos productos registrados y adoptados en programas de
manejo integrado de plagas. A continuacion, se realizara una concisa revision
de la historia y mecanismo de accion insecticida de los hongos y bacterias con

actividad entomopatogena.

2. Hongos entomopatogenos

Los hongos entomopatdgenos (HEP) son microorganismos que poseen la capa-
cidad de infectar y matar artropodos. Esta capacidad ha permitido que se uti-
licen como una alternativa segura a los insecticidas quimicos toxicos para el
control de plagas. Las especies pertenecientes al orden Hypocreal, conformado
por mas de 750 especies de HEP, han sido ampliamentes estudiados y utilizados
en biocontrol debido a que tienen un rango de huéspedes relativamente amplio
y son faciles de producir a gran escala (But et al., 2016). Alrededor del 80% de
los productos HEP disponibles en el mercado se basan en los géneros Metarhi-
ziumy Beauveria (But et al., 2016; de Faria y Wraight, 2007). Estos géneros estan
conformados por diferentes especies que en el transcurso del tiempo han ido
aumentando debido a los nuevos aislamientos que se realizan en todo el mundo
y al empleo de técnicas moleculares que permiten su identificacion de forma
certera y concluyente.

Los hongos entomopatdgenos no solo controlan naturalmente las poblaciones
de artropodos, sino que también forman complejas relaciones con las plantas. Se
ha demostrado que las especies de HEP, M. robertsiiy B. bassiana, proporcionan
a las plantas parte del nitrogeno que ellos asimilan durante la parasitacion de
insectos (Behie y Bidochka, 2014; Litwin et al., 2020), promoviendo el crecimien-
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to de estas (Rios Moreno et al., 2016). Beauveria bassiana actia como endofito
(coloniza el interior de las plantas) de aproximadamente 25 especies de plan-
tas, contribuyendo al control de plagas y hongos fitopatogenos (McKinnon et
al. 2017; Litwin et al,, 2020; Vega, 2018). Coloniza hojas y brotes, ademas de las
raices, permitiendo que las plantas sean mas resistentes a los insectos (Klieber
y Reineke 2016; Litwin et al,, 2020), y también las protege de los patdgenos mi-
crobianos.

2.1. Historia

El género fangico mayormente estudiado por su accidon entomopatogena es
Beauveria sp. Su actividad entomopatogena fue inicialmente descrita en 1835
por el italiano Agostino Bassi di Loddi. El observd una enfermedad en los gusanos
de seda, Bombyx mori, que llamo “muscardina blanca” y comenzo con los pri-
meros experimentos de infeccion, demostrando por primera vez que un hongo
puede causar una enfermedad en insectos. Posteriormente, Beauveria sp. fue es-
tudiada por el naturalista italiano Giuseppe Gabriel Balsamo-Crivell, quien le dio
nombre de Botrytis bassiana en honor a Bassi. En 1912, Vullemin creo el nuevo
género Beauveria en honor a al micologo Jean Jules Beauverie, del cual la espe-
cie tipo es Beauveria bassiana (Zimmermann, 2007). Por otra parte, Metarhizium
anisopliae fue el primer hongo del mundo en ser producido de forma masiva
para el control de plagas de insectos (Roberts y Leger, 2004).

Las primeras pruebas de campo innovadoras con HEP las realizd un microbidlo-
go ruso, Elie Metchnikoff en 1888, quien mas tarde se convirtid en ganador del
Premio Nobel. Metchnikoff produjo conidias fiingicas en un sustrato esterilizado
y lo combind con granulos de arena para esparcirlos en cultivos de campo (Lord
2005, Maina et al,, 2018). Aunque los resultados fueron inconsistentes, el trabajo
de Metchnikoff despert6 la curiosidad en todo el mundo y condujo a programas
en Europa y Estados Unidos para la experimentacion con HEP (Lord 2005; Maina
et al, 2018).

Los estudios sobre HEP disminuyeron después de la Segunda Guerra Mundial,
cuando los insecticidas quimicos sintéticos estuvieron disponibles para el con-
trol de plagas de insectos. En estas Gltimas tres décadas el estudio y aplicacion
de HEP en el control biologico esta incrementando en gran medida debido a
una mayor conciencia ambiental, preocupaciones de seguridad alimentaria y al
fracaso de los productos quimicos convencionales debido a un nimero creciente
de especies resistentes a los insecticidas (Maina et al., 2018).
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2.2. Mecanismo de accion

En este capitulo nos evocaremos a revisar el mecanismo de accion que han de-
sarrollado los HEP para parasitar a los insectos. Para que ocurra este proceso se
requiere que el HEP se diferencie en estructuras celulares que son morfologica-
mente diferentes, las cuales son: conidia (Figura 1a), tubo germinativo, apresorio
(Figura 1b), hifa (Figura 1c) y blastosporas (Figura 1d). Estas estructuras parti-
cipan en las siguiente etapas claves del proceso de infeccion y parasitacion del
insecto (Figura 2): (a) Adhesion de las conidias a la cuticula del huésped, (b) for-
macion del tubo germinal, (c) diferenciacion del tubo germinal en una estructu-
ra llamada apresorio, (d) penetracion del apresorio en el interior de la cuticula
del insecto, (e) colonizacion del hemocele (sistema circulatorio del insecto) por
blatosporas, (f) emergencia de las hifas del HEP desde interior del insecto, (g)
esporulacion del HEP sobre el cadaver del insecto, promoviendo de este modo la
dispersion de las conidias y el comienzo de una nueva infeccion. En la Figura 3
seilustra la capacidad de las cepas HEP, empleadas en el proyecto “Desarrollo de
un pesticida en base a hongos entomopatdgenos para el biocontrol y/o manejo
integrado de Lobesia botrana en vides como una alternativa sustentable en el
cambio climatico, PYT-2017-0182" en penetrar el capullo de las pupas de Lobe-
sia botrana en estado de diapausa (Figura 3) (Altimira et al., 2019).

Figura 1. Diferentes estructuras y morfologias celulares de los hongos entomopatdgenos. A) co-
nidias. B) apresorio (flecha en amarillo). C) blastosporas (flecha en amarillo) en el interior del
hemocele. D) micelio (Adaptado de Butt et al, 2016).
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d Penetracion

Figura 2. Ciclo de infeccion y desarrollo de un hongo entomopatdgeno (HEP), sobre una pupa
de insecto. Secuencialidad de los pasos de infeccion y colonizacion, desde la adhesion de la
espora a la cuticula o capullo de la pupa hasta la emergencia del hongo. (llustrado por Carlo
Cortés).

Capullo + pupa Interior Cuticula tefiida

Capullo Pupa Pupa disectada

Sin HEP

Con HEP

Figura 3. Imagenes representativas de colonizacion de HEP en pupas con capullo de L. botrana.
En la primera fila, se muestran imagenes de una pupa del tratamiento control y en la fila in-
ferior es de una pupa tratada con HEP. Ambas pupas se disectaron. Las hifas que penetraron la
cuticula de la pupa se tifien con azul de lactofenol (Adaptado de Altimira et al,, 2019).

38 BOLETIN INIA N° 419



A continuacion, se describe con mayores detalles las principales etapas que
comprenden la infeccidn y parasitacion de los insectos por los HEP:

2.2.1. Adhesiony penetracion del HEP sobre la cuticula
del insecto

Tal como se mencion6 previamente, el primer paso en el proceso de infeccion es
la adhesion de las conidias del HEP a la superficie del huésped (Figura 2). Dado
que la mortalidad depende de la dosis es vital que la mayor cantidad de conidias
se adhieran a la cuticula (Butt et al, 2016). La superficie de las conidias de los
HEP hipocreales esta cubierta por una capa compuesta de proteinas de natu-
raleza hidrofébica que facilitan la unidn pasiva de estas a las superficies de la
cuticula de los artropodos (Holder y Keyhani, 2005) (Cuadro 1). Adicionalmente,
los HEP secretan enzimas liticas tales como proteasa, lipasas y quitinasas, cuya
principal funcion es la hidrélisis de los componentes de la cuticula del insecto,
facilitando la penetracion del apresorio hacia el interior de los artrépodos. Tam-
bién secretan la enzima fosfolipasa C que hidroliza los enlaces fosfodiéster de
los fosfolipidos de las membranas celulares de los insectos, permitiendo que el
hongo ingrese al hemocele e infecte sus tejidos (Santi et al,, 2010). En la Cuadro
1 se mencionan los genes y sus funciones en la cascada de eventos que ocurren
en el proceso de parasitacion de los insectos por los HEPs.

2.2.2. Post-penetracion y multiplicacion del HEP en la
hemolinfa del insecto

Una vez que el HEP invade la hemolinfa, se multiplican como blastosporas. Este
tipo de estructura celular fingica ofrece una gran relacion superficie/volumen
para la absorcion de nutrientes. Las blastosporas colonizan rapidamente el he-
mocele, donde se encuentran con las defensas celulares y humorales del hués-
ped y presion osmotica elevada (300 a 500 mOsmol / ). En el hemocele, las
blastosporas secretan la enzima trehalasa acida (ATM1) que hidroliza la trehalo-
sa (principal carbohidrato de la hemolinfa) para su nutricion. Ante la invasion de
los HEPs, los insectos han desarrollado receptores de reconocimiento de pato-
genos (RRP). Los RRP se expresan constitutivamente y se secretan en la hemo-
linfa o se presentan en la superficie de los hemocitos (células que se encuentran
en el hemocele), en el cuerpo graso y las membranas plasmaticas de las células
epidérmicas. Los RRP se unen a restos de azlcar u otros ligandos que se encuen-
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tran en las superficies de las células de los HEPs para facilitar la eliminacion
del microbio mediante fagocitosis (Figura 4). Adicionalmente, las células de los
insectos pueden producir una amplia gama de defensas humorales para resistir
la infeccion por hongos (Figura 4). Esto incluyen la produccion de lectinas, inhi-
bidores de la proteasa, fenoloxidasa, péptidos antimicrobianos y radicales reac-
tivos de oxigeno y nitrogeno (Jiang et al., 2010) (Figura 4). Concomitantemente,
los HEPs han desarrollado estrategias para minimizar el impacto de las defensas
inmunes del huésped (Figura 5), que incluyen la represion de las proteasas que
activan la fenoloxidasa, la eliminacion de los carbohidratos de la superficie in-
munogeénica que son reconocidos por el sistema inmune del insecto, la secrecion
de inmunomoduladores y la capacidad de tolerar los péptidos antimicrobianos
secretados por el huésped (Figura 5). M. anisopliae secreta una proteina de eva-
sion inmune similar al colageno, MCL1 (Wang y St. Leger, 2006). La interrupcion
de MCL1 aumenta el ataque de las blastosporas por parte de los hemocitos y re-
duce la virulencia (Wang y St. Leger, 2007). La funcion de MCL1 es actuar como
una “capa” protectora antiadhesiva que enmascara los componentes antigénicos
de la pared celular (b-glucanos). Adicionalmente, los HEPs secretan abundantes
compuestos organicos de menor masa molecular llamados metabolitos secun-
darios. Estos son necesarios tanto para suprimir el sistema de defensa del in-
secto como para impedir que los microorganismos oportunistas se propaguen
(Donzelli y Krasnoff, 2016). Los metabolitos secundarios que producen los HEP
del género de Beauveria son bassianina, bassiacridina, bassiandlido, tenellina y
oosporeina, mientras que los HEP pertenecientes al género Metarhizium produ-
cen ciclosporina, swainsonina y destruxinas (Butt et al,, 2016). Algunos metabo-
litos bioactivos son inmunomoduladores que limitan el impacto de las defensas
del huésped y permiten al hongo colonizar y generar biomasa con relativa faci-
lidad, lo que conducira a la produccion de conidias necesarias para la dispersion
y la supervivencia. También estos compuestos tienen actividad antimicrobiana
para excluir bacterias y hongos saprofitos oportunistas. Algunos compuestos
secretados por los HEP son multifuncionales. Por ejemplo, las hidroxifungerinas
producidas por especies de Metarhizium tienen actividad antibidtica e insec-
ticida (Uchida et al,, 2005). Del mismo modo, la miriocina producida por el HEP,
Isaria sinclairii, funciona como un antibidtico y supresor inmune (de Melo et al,,
2013). La produccion de compuestos con funciones duales o maltiples asegura
la colonizacion eficiente del huésped.
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2.2.3 Emergencia y esporulacion del HEP

Cuando el insecto ha muerto y los nutrientes en el hemocele se agotan, el hongo
debe crecer fuera del insecto para producir y dispersar sus conidias (Figura 5).
Las blastosporas que ain circulan en el hemocele se diferencian a la estructura
de hifas, las cuales emergen hacia el exterior del insecto para la posterior es-
porulacion en la superficie del huésped (Butt et al,, 2016).

Las principales ventajas de estos hongos como biocontroladores son (Cafiedos
y Ames, 2004):

1. Presentan grados variables de especificidad, pueden ser especificos a nivel
de familia o especies muy relacionadas.

2. Siel HEP encuentra las condiciones adecuadas para introducirse y colonizar
un ecosistema, se reproduce y renueva en forma continua, es decir, se vuelve
persistente, haciendo innecesarias nuevas aplicaciones.

3. Se pueden aplicar mezclas de HEP con dosis subletales de insecticidas, para
lograr efectos sinérgicos superiores a los logrados con aplicaciones de cada
producto por separado.

4. No contaminan el medio ambiente ni afectan al hombre u otros animales
superiores.

Las desventajas que presentan son (Cafiedos y Ames, 2004):

1. Sensibilidad a la variacion de las condiciones climaticas como temperatu-
ras extremas, desecacion y luz ultravioleta. Estas limitantes estan siendo
contrarrestadas mediante el uso de aditivos en la formulacion (protectores
solares, aceites y antidesecantes).

2. Requieren de condiciones de almacenamiento mas exigentes que las molé-
culas inorganicas, para evitar que pierdan su patogenicidad.

3. En general, los insecticidas biolégicos no matan instantaneamente. Alcan-
zan buenos niveles de control entre una y tres semanas después de la apli-
cacion, dependiendo de la plaga y del ambiente. Sin embargo, el insecto
deja de ser plaga al ser parasitado por el hongo, deja de alimentarse mucho
antes de morir, disminuyendo el dano.
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Cuadro 1. Genes de virulencia involucrados en HEP. (Adaptado de Butt et al., 2016)

Grupo funcional Genes Descripcion
Adhesion a la Mad 1, Mad 2 Proteinas-tipo adhesina
cuticula Hyd 1, Hyd 2,Hyd 3 | Hidrofobinas
SsgA Proteinas tipo hidrofobinas
cwp 10 Incrementa la hidrofobicidad de las
esporas.
Degradacion de Pri1, Pr2, Pr4 Subtilisina, tripsina y cistein proteasa

cuticula

Manejo del estrés

Adaptacion a
la hemolinfa/
inmunomodulacion

Multifactorial

(Factores de
transcripcion)
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chi 1, chi 2, chi 3,chi4
Bbchit 1, Bbchit 2

HSP25, HSP30,
HSP70,

HSP90

Hogl, Pmrl

Mos 1

Mcl 1
Mr-npc2a
dtxS1-dtxS4

MrpacC

MrSkn7

cag8

BbMF1

MaPKA1
nrrl

Crrl
Mest1
ATM1
MrGAT

Quitinasas

Proteinas de shock térmico

Proteina quinasa activada por mitégeno

Osmosensor

Proteina tipo colageno
Carrier de esterol
Biosintesis de dextruxinas

Degradacion de la cuticula

Micosis de los cadaveres de insectos
Evasion de la inmunidad

Formacion de apresorio

Biosintesis de pared celular

Evasion de la inmunidad

Sintesis de hidrofobina

Crecimiento miceliar

Produccion de blastosporas

Regulacion de la esporulacion
Tolerancia al estrés oxidativo, osmotico
y térmico.

morfogénesis de las hifas

Degradacion de la cuticula

Adquisicion de nutrientes

Respuesta a la regulacion del nitrogeno
Regulador del carbono

Hidrolisis de almacenamiento de lipidos
Metabolismo de lipidos

Enzima de hidrolisis de la trehalosa
Biosintesis de triacilglicerol



Conidias

Epidermis Cuticula

Hemocele

Epitelio

Figura 4. Respuestas celulares y humorales de los insectos a los hongos entomopatdgenos.
Las células de HEP en la hemolinfa son reconocidas por los hemocitos y los receptores so-
lubles. Los hemocitos fagocitan y encapsulan las blastosporas, el insecto secreta proteinas
multifuncionales y compuestos bioactivos para inmovilizar y matar el hongo. Las blastoporas
activan redes de respuesta, para el control del estrés junto con compuestos antioxidantes. FO,
feniloxidasa; PAMs, péptidos antimicrobianos; ROS, especies reactivas de oxigeno (Adaptado
de Butt et al., 2016).
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Figura 5. llustracion del mecanismo de accion insecticida de los hongos entomopatogenos. Se
ilustran las etapas de infeccion de los HEP tales como adhesion (1), penetracion (2), coloniza-
cion (3) y emergencia (4) junto con los genes que participan en la adhesion y que codifican las
enzimas de degradacion cuticular, manejo de estrés y asimilacion de nutrientes, ademas de los
metabolitos secundarios que secretan al interior del insecto, secretan al interior del insecto
(Adaptado de Butt et al 2016 y Ramirez et al,, 2018).
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3. Bacillus thuringensis

Bacillus thuringiensis (Bt) es una bacteria entomopatdgena, con forma de bas-
ton, Gram positiva, formadora de esporas y aerobica que se encuentra general-
mente en el suelo, granos de polvo, insectos muertos y agua (Lambert y Pefe-
roen, 1992). Los biopesticidas en base a Bt son los mas utilizado en el mundo,
debido a su toxicidad hacia una amplia gama de plagas de insectos como Dip-
tera, Lepidoptera y Coleoptera (Federici et al, 2006; Lacey et al, 2015) y a su
inocuidad hacia el ser humano.

3.1. Historia

La era de Bt se inicid en 1901, cuando el cientifico japonés, Shigetane Ishiwata,
aislo una bacteria de las larvas de gusanos de seda muertos mientras inves-
tigaba la causa de la llamada “enfermedad de sotto” (enfermedad de colapso
repentino). La enfermedad fue responsable de la pérdida de un gran nimero de
gusanos de seda en Japony la region circundante. Ishiwata denomino a la bacte-
ria causante de la enfermedad Bacillus sotto (Ibrahim et al, 2010).

Unos aios después, el cientifico aleman Ernst Berliner aisloé una cepa relacionada
en larvas de polilla mediterranea muerta que encontrdé en un molino de harina
en el estado aleman de Turingia, denominandola en el afo 1915, Bacillus thurin-
giensis (Milner,1994). Berliner estudio la bacteria y encontro cuerpos de inclu-
sion o “Restkorper” junto con la endospora (Roh et al,, 2007). Posteriormente, en
el ano 1953, Thomas Angus demostro la actividad insecticida de estos cuerpos
altamente refractiles, denominandos, “cristales parasporal”. Thomas Agus Junto
con Philip Fitz-James y Christopher Hannay descubrio en 1955 que estos crista-
les toxicos eran proteinas. Las cuales recibieron el nombre de proteina Cry.

El primer insecticida comercial basado en Bt (Sporine) se produjo en Francia en
1938 y se empled principalmente para controlar las polillas de la harina. En los
Estados Unidos, Bt se fabricé comercialmente por primera vez en 1958 y, se re-
gistro en 1961 en la Agencia de Proteccion Ambiental de EEUU (Roh et al, 2007).
A pesar de que los productos desarrollados en base a Bacillus thurigiensis se
intensificaron en los afos 50, solamente en 1970 se masifico la comercializacion
de la cepa B. thurigiensis var. kurstaki HD-1 en varias compafiias (Navon et al,
2010).En 1977, Goldberg y Margalit identificaron una cepa que mostraba toxici-
dad en contra Dipteras. La cepa fue aislada en Israel desde una moribunda larva
de Cules pipiens, siendo llamada B.thurigiensis var. isaraelensis, la cual fue la
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primera bacteria usada en programas de control biologico en contra de Dipteras
en el mundo.

Actualmente, los biopesticidas en base a Bacillus thuringiensis y proteinas dan
cuenta del 90% del mercado de control biolégico. En las Gltimas décadas se han
identificado mas de 700 secuencias de genes cry que codifican proteinas cris-
talinas (Cry). Si bien muchas proteinas Cry tienen propiedades insecticidas para
el control de plagas en la agricultura, otras proteinas producidas como cristales
parasporales por cepas Bt no tienen actividad insecticida conocida y se han de-
nominado parasporinas. Algunos de este grupo de parasporina de proteinas Cry,
tales como Cry31A, Cry41A, Cry45A, Cry46A, Cry63Ay Cry64A, exhiben una acti-
vidad citoxica fuerte y especifica contra células cancerosas humanas de diversos
origenes y se les ha dado los nombres alternativos parasporin-1 (PS1), paraspo-
rin-3 (PS3), parasporin- 4 (PS4), parasporina-2 (PS2), parasporina-6 (PS6) y pa-
rasporina-5 (PS5), respectivamente. Ademas, los aislados de Bt también pueden
sintetizar otras proteinas insecticidas durante la fase de crecimiento vegetativo;
estos se secretan posteriormente en el medio de cultivo y se han designado
como proteinas insecticidas vegetativas (Vip-9) y la proteina insecticida secre-
tada (Sip) (Palma et al., 2014).

El cristal Bt (Figura 6) y las otras toxinas solubles secretadas son altamente es-
pecificas para los diferentes ordenes de insectos (Lepidoptera, Diptera, Hemi-
noptera, etc) adquiriendo importancia mundial como alternativa a los insectici-
das quimicos (Figura 7). La utilidad de estas proteinas insecticidas también ha
motivado la bisqueda de nuevos aislados de Bt de los habitats mas diversos para
identificar y caracterizar nuevas proteinas insecticidas con diferentes especifi-
cidades. Algunos de estos aislamientos muestran actividades toxicas novedosas
e inesperadas contra organismos distintos de los insectos, lo que sugiere una
naturaleza pluripotencial de algunas toxinas (Palma et al,, 2014).

3.2. Mecanismo de accion

La actividad insecticida de las mayorias de las subespecies de Bt estan rela-
cionadas a la produccion de una inclusion de una estructura de cristal llama-
da-endotoxing, la cual es sintetizada durante la esporulacion y esta asociada
a la espora (Vontersch et al, 1994). Dependiendo de la variedad de especie,
la-endotoxina esta compuesta de diferentes estructuras y masa molecular (27
a 160 kDa). Estas proteinas (protoxinas) son llamadas proteinas Cry y presentan
diferentes grados de toxicidad sobre varios ordenes de insectos susceptibles
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(Palma et al,, 2014). Cuando la larva ingiere, estas inclusiones, las protoxinas son
solubilizadas y son convertidas en toxinas activas de baja masa molecular por
las enzimas del insecto (proteasas) en el pH alcalino del estdbmago de la larva.
Las toxinas se unen a receptores especificos, e inducen a la formacion de poros
en la membrana plasmatica de las células intestinales provocando la pérdida de
la integridad de la membrana. Tales eventos conducen a la lisis celular y final-
mente a la muerte del insecto por inanicion y sepsis (Kumar et al,, 2006) (Figura 8).

Figura6

Célula Bt

Cristal
parasporal

espora

Figura 6. Micrografia electronica de transmision de una seccion longitudinal de Bt. Se observa
la espora (estructura ovoide negra) y el cristal de proteina con propiedades insecticidas (inclu-
sion bipiramidal) (Adaptado de Sanchis y Bourguet, 2008).
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Figura 7. Especificidad de accion insecticida de las o-endotoxinas producidas por Bt. (Adapta-
da de Palma et al., 2014).
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Toxinas activadas se unen al
receptor generando apertura
en la membrana

Figura 8. Actividad insecticida de Bacillus thungiensis sobre una larva de L. bo-
trana. Se indican con las flechas la secuencialidad de la accion de B. thuringien-
sisy su toxina Cry. (Ilustracion realizada por Carlo Cortés).
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Capitulo 4

Plaguicidas microbianos en base a hongos
entomopatogenos: una alternativa para el manejo
integrado de Lobesia botrana

Eduardo Tapia R.
Ing. Biotecnologia, Dr.
etapia@inia.cl

1. Introduccion

El cambio climatico ha modificado la pluviometria, temperaturas y gases de la
atmosfera, favoreciendo la propagacion de la plaga cuarentenaria de la polilla de
la vid, Lobesia botrana(Vertedor et al., 2010; Reineke 2016). Su larva se alimenta
de racimos de vifiedos, arandanos y ciruelos, produciendo pudricion y deshidra-
tacion de las bayas (loriatti et al.,, 2009). Estudios realizados en el Mediterraneo
indican que, por efecto del cambio climatico, ha ocurrido un mayor nimero de
vuelos (fenologia) y de ciclos reproductivos (voltinismo) de L. botrana en las Gl-
timas dos décadas (Vertedor et al,, 2010). Esta rapida capacidad de respuestas a
los cambios climaticos, caracteristico de los leptidopteros, provoca una pérdida
de sincronizacion con sus predadores y parasitoides que podria conllevar a un
aumento significativo de la plaga en un corto plazo (Reineke 2016).

Por otra parte, el uso excesivo de agroquimicos para su control contribuye al ca-
lentamiento global, debido a la liberacion de gases de efecto invernadero en la
degradacion de estos compuestos en el medio ambiente. Para controlar la propa-
gacion de L. botrana, que se extiende entre las regiones de Atacama y Araucania,
el Servicio Agricola y Ganadero (SAG) realizd una inversion de $9.500 M para el
suministro de pesticidas y confusores sexuales (Sitio Web SAG). Pese a la imple-
mentacion de esta estrategia, L. botrana aln no ha sido controlada, apareciendo
nuevos focos cada afo. En base a esto, se generd la necesidad y oportunidad de
aunar esfuerzos entre investigadores de Biotecnologia, Entomologia y Transfe-
rencistas del Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA) con el apoyo del
SAG para proponer una nueva estrategia del control de manejo sustentable.

En la actualidad existe una brecha que no esta cubierta por el control quimi-
co. Esta brecha es el control invernal de esta plaga, mientras se encuentra en
diapausa en estado de pupa. Para cubrir y transformarla en una oportunidad de
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mitigar la plaga, disminuyendo su nimero en su primer vuelo, se decidio abarcar
este espacio temporal sin actividad por parte de los agricultores. Para esto, pro-
pusimos aprovechar los hongos entomopatogenos nativos disponibles en INIA,
cuya plasticidad le permitirian ejercer actividad controladora a bajas tempe-
raturas y altas humedades. Las primeras pruebas de concepto fueron realizadas
por INIA entre julio y agosto de 2016, en conjunto con el Programa Nacional de

Lobesia botrana (PNLb), SAG.

Los resultados de las formulaciones iniciales de biopesticida sobre pupas de
L. botrana, mostraron una eficiente colonizacion por la cepa nativa Beauveria
pseudobassiana RGM 1747 en ensayos in vitro (Figura 1a y Figura 2). Ademas,
nuestro primer formulado también mostrd efectividad en ensayos preliminares
de campo (infestacion controlada) (Figura 1b y Figura 3) y sectores urbanos (in-
festacion natural) (Figura 1cy Figura 4). Durante este periodo se logro la adhe-
sion, germinacion y colonizacion de la cepa RGM 1747 sobre pupa, demostrando
su adaptacion a las condiciones climaticas de bajas temperaturas, lluvia, hume-
dad y radiacion presentes en esta época del afo (Altimira et al,, 2019).

2 4
tiempo (d) Aplicaciones

(@)

Eficacia (%)

Una Dos
Aplicaciones

Tres

Figura 1. Eficacia de los experimentos en laboratorio, campo y areas urbanas. A) Eficacia en
laboratorio sobre pupas 8 dias después de aplicadas (dda). B) Eficacia de aplicacion sobre pu-
pas en vides con infestacion controlada en campo. C) Eficacia de aplicaciones en sectores ur-
banos infestados naturalmente. En los casos de b y ¢, los tratamientos fueron los siguientes: el
primer tratamiento fue con una aplicacion en el primer dia. El segundo tratamiento consistio
en dos aplicaciones, una el dia 1y la segunda el dia 7. El tercer tratamiento consistio en apli-
caciones el dia 1, 7 y 14. Cada tratamiento fue revisado 7 dias después de aplicado (dda). La
evaluacion de eficacia se realizo después de 48h a 25°C. El analisis de eficacia de laboratorio
fue calculado por el método de Abbott. Las eficacias de infestacion controlada y sectores ur-
banos fueron calculadas por el método de Henderson y Tilton. Las letras en cada grafico repre-
sentan la prueba de Tukey HSD (a=0.05) (Adaptado de Altimira et al., 2019).
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Figura. 2. Evaluacion en condicion in vitro de B. pseudobassiana RGM 1747 formulada sobre
pupas de L. botrana A) 25°C y 80% HR. A) y B) muestran la aplicacion sobre pupas y polillas
respectivamente, En ambos casos, los puntos blancos son microportadores del hongo entomo-
patdgeno. C) y D), los resultados sobre las pupas y polillas respectivamente después de 4 dda,
en donde se observa micelio y conidias desarrolladas sobre la plaga.

Figura 3. Evaluaciones de campo de formulacion de B. pseudobassianaRGM 1747. Las fotogra-
fias desde la A) hasta la D) fueron tomadas de especimenes de campo expuestos a tempera-
turas promedio de 9,1°Cy 78,3% de HR en Julio/2016. Las fotografias inferiores de E) hasta H)
muestran el resultado de la incubacion de las pupas por 48h a 25°C después del tratamiento
en campo. A) y E) son los testigos sin aplicacion. B) y F) corresponden al primer tratamiento de
una aplicacion. C) y G) corresponden al tratamiento de dos aplicaciones. D) y H) corresponden
al tratamiento de tres aplicaciones. En los casos de C) y D), las pupas presentan desarrollo del
hongo al ser extraidas del campo post aplicacion. De F) hasta H) se aprecia el final desarrollo
del HEP sobre las pupas post incubacion mostrando su viabilidad post bajas temperaturas.
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Figura 4. Eficacia en sectores urbanos del formulado de B. pseudobassiana RGM 1747 sobre
pupas de L. botrana en condiciones de infestacion natural. La temperatura promedio fue de
10,7°C con un 73,7% de HR en agosto de 2016. Las pupas fueron extraidas de su capullo para
capturar las fotografias. A) testigo sin aplicacion. B) tratamiento de una aplicacion. C) trata-
miento de dos aplicaciones. D) tratamiento de tres aplicaciones. todas las pupas, desde B) a D)
presentan desarrollo de HEP en su superficie.

Con los antecedentes obtenidos, el proyecto titulado “Desarrollo de un biopes-
ticida en base a hongos entomopatdgenos para biocontrol y/o manejo integrado
de Lobesia botrana en vides como una alternativa sustentable en el cambio cli-
matico PYT-20170182" se postul6 a la Fundacion para la Innovacion Agraria (FIA)

En resumen, como un aporte a la solucion del problema de esta plaga, para en-
frentar el desafio que nos impone el cambio climatico en su contribucion en la
propagacion de L. botrana, propusimos el empleo de un biopesticida formulado
en base a los hongos entomopatogenos (HEP) Beauveria sp. y Metarhizium sp.
nativos que infecten a esta plaga en condiciones invernales, en su diapausa en
estado de pupa. Inicialmente, se contemplo su aplicacion en las vides entre julio
y agosto, periodo en el cual no se realiza aplicacion de fungicidas. Cabe sefalar
que, los aislados de HEP utilizados en el proyecto forman parte de la coleccion
del Banco de Recursos Genéticos Microbianos de INIA Quilamapu (Region de Nu-
ble). Estos aislados, al ser nativos, estan adaptados a las condiciones climaticas
de nuestro bioma, lo cual es clave en el crecimiento, desarrollo y éxito de estos
hongos como biocontroladores (Hussain et al, 2014). Ademas, los hongos utili-
zados en este proyecto estan en proceso de proteccion propiedad intelectual
(INAPI1 20182396), por lo que s6lo seran mencionados por su codigo de trabajo.
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Finalmente, la ejecucion de este proyecto contemplé dos etapas. En la primera
se seleccionaron y generaron las tecnologias de produccion y formulacion de
biopesticidas y, en la segunda, se realizaron los ensayos con los agricultores en
predios y sectores urbanos para evaluar su eficacia y transferencia cultural del
uso de biopesticidas a los involucrados. Con esta estrategia, se propuso el apro-
vechamiento de los recursos, evaluando los bioinsumos generados y transfirien-
do las ideas de un manejo integrado de la plaga.

2. Metodologia general

Las cepas obtenidas desde el Banco de Recursos Genéticos Microbianos de INIA
fueron seleccionadas por su capacidad de crecer en medios liquidos y por su efi-
cacia en pupas de L. botrana. Después de su formulacion, se realizaron ensayos
in vitro en pulverizadora estatica (Potter Tower, Burkard, Inglaterra), simulando
las condiciones de campo y finalmente en campo. Los trabajos desarrollados en
el proyecto siguieron la linea metodologica descrita en la Figura 5.

En un comienzo se suspendieron las esporas de Beauveria sp y Metarhizium sp.
en una solucion tampon fosfato con un surfactante para poder realizar un conteo
y determinar el nimero inicial de esporas para inocular y realizar un crecimiento
en matraz, que posteriormente fue utilizado como indculo para su crecimien-
to final en biorreactor. En este sistema se caracterizaron distintos parametros
como su productividad volumétrica (Qx [g/(L*h)]), concentracion de biomasa (X
[g/L]), velocidad especifica de crecimiento (u [h™*]), oxigeno disuelto (OD [%]),
revoluciones por minuto (rpm) y unidades formadoras de colonia (UFC), recuento
de esporas y blastosporas entre otros.

Después de seleccionar los mejores candidatos de acuerdo a su eficacia y para-
metros de productividad, se microformularon en emulsiones inversas con y sin
suplementacion de una fuentes de energia adicional. La eficacia de estas micro-
formulaciones junto con los tratamientos sin formular, control comercial en base
a HEPy testigo (solo agua), fueron evaluadas en condiciones in vitro empleando
pulverizadora estatica para la aplicacion sobre pupas de L. botrana.

Los aislados formulados que presentaron resultados estadisticamente signifi-
cativos en su eficacia, determinada por Abbott (1925) en referencia al control
comercial y testigo sin aplicacion, fueron evaluados finalmente en campo. Con el
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apoyo del PNLb del SAG, se realizaron pruebas en las regiones Metropolitana, del
Libertador Bernardo O "Higgins y Valparaiso. Las pruebas de eficacia fueron blo-
ques al azar con un tratamiento de producto biolégico en base a HEP comercial
y un testigo sin aplicacion. La eficacia fue determinada por Henderson y Tilton
(1955) y, adicionalmente, en algunos sectores se pudo implementar la estrate-
gia de registro de capturas utilizando la metodologia del PNLb del SAG. Com-
plementariamente, se realizaron ensayos de eficacia con Bacillus thuringiensis
var. kurstaki comerciales para el control de larvas para mejorar la proteccion del
cultivo de vid contra L. botrana bajo el protocolo de evaluacion de productos
vigente del PNLb del SAG.

Beauveria sp. Metarhizium sp.

Resuspencion de esporas

/M Pulverizadora estatica:
{ Evaluacion % Eficacia
©‘ de Abbott
Crecimiento en matraz
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Formulacién

S = f 1 en polvo
ey N
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Crecimiento en biorreactor Cinéticay parametros de
crecimiento Recuento, esporas,

blastosporas, UFC

Formulacién
en emulsion

Figura 5. Esquema general de metodologias de trabajo del proyecto en: produccion y evalua-
cion de bioinsumos.

3. Resultados

3.1. Resultados de laboratorio, pulverizadora estatica:

Los resultados de la eficacia in vitro sobre pupa de los tratamientos con cepas
del género Beauveria se presenta en la Figura 6. Luego de los 6 dda, los trata-
mientos M8F2 y M4F2 (ambos con fuente de energia adicional) alcanzaron el
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100% de eficacia sobre pupas. De las etapas anteriores, M8, componente activo
de M8F2, fue el que logro las mas altas velocidades especificas de crecimiento,
Xy Q, por lo tanto, fue el aislado candidato de Metarhizium para produccion del
biopesticida en ensayos de campo.

En la Figura 7 se presenta la eficacia in vitro de los tratamientos emulsiones
inversas. A los 6 dda los tratamientos B4F1 y B1F2, sin y con fuente de energia
adicional respectivamente, alcanzaron el 85% de eficacia sobre pupas. De las
etapas anteriores, B4, componente activo de B4F1, fue el que logro las mas altas
velocidades especificas de crecimiento, X y Qxv por lo tanto, fue el aislado can-
didato de Beauveria para produccion del biopescticida en ensayos de campo.
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Figura 6. Eficacia de emulsiones inversas de Metharizium sobre pupas de L. botrana deter-
minada por el método de Abbott. Cepa M2 tampon (M2T), cepa M2 formulado sin fuente de
energia adicional (M2F1), cepa M2 formulado con fuente de energia adicional (MF2), cepa M4
tampdn (M4T), cepa M4 formulado sin fuente de energia adicional (M4F1), cepa M4 formulado
con fuente de energia adicional (M4F2), cepa M8 tampon (M8T), cepa M8 formulado sin fuente
de energia adicional (M8F1), cepa M8 formulado con fuente de energia adicional (M8F2), con-
trol comercial en base a HEP (comercial) y agua (testigo).
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Para Beauveria (B), los tratamientos fueron:

100

90
80
70
60
40
30
20
10
, - N e | [ 1 1
hrs di 8 dias

24hrs 48hrs 72hr: 6 dias
mB6T ™WB6F1 B6F2 BAT mB4F1 wmB4F2 mBIT mWB1F1 =mB1F2 ®m COMERCIAL = TESTIGO

Eficacia (%)
@
3

13 dias

Figura 7. Eficacia de emulsiones inversas de Beauveria sobre pupas de L. botrana determinada
por el método de Abbott. cepa B1 Tampon (B1T), cepa B1 Formulado sin fuente de energia
adicional (B1F1), cepa B1 formulado con fuente de energia adicional (B1F2), cepa B4 tampon
(B4T), cepa B4 formulado sin fuente de energia adicional (B4F1), cepa B4 formulado con fuente
de energia adicional (B4F2), cepa B6 tampon (B6T), cepa B6 formulado sin fuente de energia
adicional (B6F1), cepa B6 formulado con fuente de energia adicional (B6F2), control comercial
en base a HEP (comercial) y agua (testigo).

La formulacion de polvos mojables de las cepas B4 y M8 mostraron una eficacia
de 100% y 93% respectivamente a los 7 dda, funcionando en rangos similares
de tiempo a las emulsiones inversas con una estabilidad superior. Los resultados
de colonizacion de los HEP formulados como polvos mojables a los 14 dda se
muestran en la Figura 8 y como ejemplo, los efectos de su infeccion sobre pupas
con seda se muestran en la Figura 9. Estas formulaciones tipo polvos mojables y
emulsiones inversas fueron evaluadas durante la temporada invernal 2018 en las
regiones Metropolitana y de O'Higgins.
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Figura 8. Eficacia de polvos mojables de Beauveria y Metarhizium determinada por Abbott.
Los tratamientos son: Beauveria (B4 WP) y Metarhizium (M8 WP), Micosplag WP (comercial)
y agua (testigo)

Figura 9. Ejemplo de infeccion sobre pupa con seda de Metarhizium formulado como polvo
mojable A) formando esporodoquios B).

3.2. Resultado temporada invernal 2018 en regiones
Metropolitana y O’Higgins

Después de haber evaluado los aislados candidatos junto a sus distintas for-
mulaciones se procedio a evaluar en temporada invernal, durante junio hasta
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agosto, los HEP seleccionados en las regiones Metropolitana y O “Higgins. Con el
apoyo del PNLb del SAG se seleccionaron los lugares, buscando sectores urbanos
o predios que tuvieran presencia de la plaga. Ademas, por lo general, todos los
sectores se encontraban con monitoreo por trampas con feromona (E7, Z9-Do-
decadienil acetato) o con confusion sexual en el caso de los predios productivos,
tanto de uva de mesa como para vinificacion.

Los resultados que se presentan en la Figura 10 son las eficacias de los produc-
tos tipo polvos mojables (WP) y emulsiones inversas (EI) de los HEP Beauveria sp.
y Metarhizium sp. Estos datos representan la epizootia generada por la aplica-
cion de los formulados, incluyendo la micosis de los HEP y hongos ambientales,
también llamados oportunistas, estimulados por el formulado y que pudieran
complementar la actividad de los HEP.

En la Provincia de Chacabuco, comuna de Lampa, se monitere6 un predio urbano
desde abril hasta noviembre de 2018. En este huerto se desarrollaron ensayos
durante el periodo invernal (junio-agosto), donde se aplicaron los plaguicidas
microbianos formulados como WP, colectando muestras a los 7, 14 y 21 dda.
Las muestras fueron incubadas en placas Petri con humedad hasta 30 dias para
observar la epizootia. En este ensayo, Metarhizium alcanzo una eficacia de un
66.7% post tomada la muestra 21 dda (Figura 10).
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Figura 10. Porcentaje de eficacia de los tratamientos mediante la formula de Henderson &
Tilton, a los distintos dias de revision de su incubacion. Donde M8 WP, Metarhizium 8 polvo
mojable y B4 WP, Beauveria 4 polvo mojable. (region Metropolitana, Lampa, predio urbano)
Junio- agosto 2018.
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En la Provincia de Santiago, comuna de La Pintana, en un predio rural se desarro-
llaron ensayos de infestacion controlada (Ver Figura 13C) con pupas en el periodo
de junio-julio, donde se aplicaron los plaguicidas microbianos formulados como
WP. Estos fueron revisados a los 7, 14 y 21 dda e incubados hasta 20 d en placas
Petri con humedad para observar la epizootia total de los formulados. En este
ensayo, los porcentajes de eficacia mas altos fueron encontrados a los 21 dda.
Beauveria 4 (B4WP) alcanzd una eficacia de 77.5%, Metarhizium 8 (M8WP) al-
canzo una eficacia de un 75% y el control comercial alcanzé un 55% (Figura 11).
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Figura 11. Porcentaje de eficacia de los tratamientos mediante la formula de Henderson &
Tilton, a los distintos dias de revision. Donde M8 WP; Metarhizium 8 polvo mojable y B4 WP;
Beauveria 4 polvo mojable (region Metropolitana, La Pintana, predio rural) junio-julio 2018.

Debido a la baja presencia de la plaga en la RM en los sectores monitoreados, se
realizaron ensayos adicionales en la region del Libertador Bernardo O’Higgins, en
Placilla. El ensayo fue ubicado en un sector de alta infestacion en un predio rural,
previamente determinado por el PNLb del SAG durante el periodo de junio-julio,
donde se aplicaron los plaguicidas microbianos formulados como WP y El. Los
tratamientos fueron revisados a los 7, 14 y 21 dda e incubados hasta 21d en
placas Petri con humedad para observar la epizootia. En este ensayo, Beauveria
4 en su version de polvo mojable alcanzé un 66.67% de eficacia seguido por el
control con un 60% y Metarhizium 8 con un 57.52% (Figura 12).
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Figura 12. Grafico de porcentaje de eficacia de los tratamientos mediante la formula de Hen-
derson & Tilton, a los distintos dias de revision. Donde M8 WP; Metarhizium 8 polvo mojable,
B4 WP; Beauveria 4 polvo mojable, M8 El; Metarhizium 8 emulsion inversa, B4 El; Beauveria 4
emulsion inversa. (region Libertador B. O’Higgins, Placilla, predio rural) junio-julio 2018.

Para complementar estos resultados y previa autorizacion del SAG, se utilizo la
metodologia de captura de machos con trampas delta y feromona sexual (E7,
Z9-Dodecadienil acetato) post aplicacion invernal de los plaguicidas microbia-
nos. En el caso de la experimentacion de INIA La Platina (Region Metropolitana),
se cerraron las parras en campo con toldos con malla antiafidos por cada trata-
miento y se realizaron las aplicaciones de los formulados en su interior (Figura
13). En el caso de Placilla, no se instalaron toldos, aunque se ocuparon las tram-
pas y feromonas.

Figura 13. Ensayo de infestacion controlada invernal de bioseguridad. A) Repeticiones en
campo de toldos con malla antiafidos completamente cerrados. B) Aplicacion de plaguicidas
microbianos formulados en base a HEP. ¢, mallas de tul con pupas con seda insertadas en el
ritidomo de las parras. region Metropolitana, La Pintana.
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En INIA La Platina, en el campo experimental de fitopatologia de uva de mesa
Red-Globe, se establecieron las medidas de bioseguridad mencionadas. En este
ensayo de infestacion controlada contenia 100 pupas con capullo por trata-
miento. Los resultados presentados en la Figura 14, muestran que el tratamien-
to que obtuvo menos capturas fue el aplicado con la emulsion de Metarhizium
8, seguido por Beauveria 4 en sus dos presentaciones, emulsion y polvo mojable.
Las capturas post aplicacion del producto comercial fueron mayores seguidas
por Metarhizium 8 polvo mojable y el testigo. En este caso, la alta captura de
Metarhizium 8 polvo mojable se pueden deber a defectos de instalacion de las
pupas en el ritidomo, problemas de formulacion o aplicacion del plaguicida mi-
crobiano.
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Figura 14. Captura de polillas de Lobesia botrana en trampas de feromonas, post aplicacion
de los tratamientos en INIA La Platina. Donde M8 WP; Metarhizium 8 polvo mojable, B4 WP;
Beauveria 4 polvo mojable, M8 El; Metarhizium 8 emulsion inversa, B4 El; Beauveria 4 emulsion

inversa (region Metropolitana, La Pintana) Sept.- Oct 2018.
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En el Fundo San Luis de Manantiales, Placilla, en la vifia con la variedad Pais, a
campo abierto y como se presenta en la Figura 15, el tratamiento que obtuvo
menos capturas fue el producto comercial seguido por Beauveriay Metarhizium
emulsion respectivamente con una mayor captura por la trampa del SAG (testigo).
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Figura 15. Captura de polillas de Lobesia botrana en trampas de feromonas, post aplicacion de
los tratamientos en Fundo San Luis de Manantiales. M8 El; Metarhizium 8 emulsion inversa, B4 El;
Beauveria 4 emulsion inversa (region Libertador B. O’Higgins, Placilla) Sept.- Oct 2018.

3.3. Resultados temporada invernal 2019. Regiones
Metropolitana y O’'Higgins

A continuacion, se presentan los resultados de la temporada invernal 2019 en
los mismos sectores evaluados en la temporada invernal 2018.

En la Provincia de Chacabuco, comuna de Lampa, se monitere6 un predio urbano
desde abril hasta noviembre de 2019. En este huerto se desarrollaron ensayos
durante el periodo invernal/primavera (septiembre-octubre), donde se aplicaron
los plaguicidas microbianos formulados como WP, colectando muestras a los 7,
14 y 21 dda. Las muestras fueron incubadas en placas Petri con humedad hasta
30 dias para observar la epizootia. La recoleccion de los 14 dda no se pudo reali-
zar debido a la crisis social en octubre/2019. Finalmente, el tratamiento Metar-
hizium 8 recolectado a los 21 dda alcanz6 una eficacia de un 60% (Figura 16).
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Figura 16. Grafico de porcentaje de eficacia de los tratamientos mediante la formula de Hen-
derson & Tilton, a los distintos dias de revision a los 30d de incubacion. Donde M8 WP; Metarhi-
zium 8 polvo mojable y B4 WP; Beauveria 4 polvo mojable. (region Metropolitana, Lampa, predio
urbano) septiembre-octubre 2019.

En la Provincia de Santiago, La Pintana, predio rural, se repitio el ensayo de in-
festacion controlada con pupas en el periodo de abril-junio, donde se aplicaron
los plaguicidas microbianos formulados como WPy fueron revisados alos 7, 14 y
21 dda e incubados hasta 30d en cajas Petri con humedad para observar la epi-
zootia de los formulados. En este ensayo, los porcentajes de eficacia mas altos
fueron encontrados a los 21 dda. Beauveria 4 emulsion alcanz6 una eficacia de
73.3%, Metarhizium 8 emulsion alcanz6 una eficacia de un 86.7% vy el control
comercial alcanz6 un 26.7% (Figura 17).
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Figura 17. Porcentaje de eficacia de los tratamientos mediante la formula de Henderson &
Tilton, a los distintos dias de revision. Donde M8 WP; Metarhizium 8 polvo mojable y B4 WP;
Beauveria 4 polvo mojable; M8 El; Metarhizium 8 emulsion inversa, B4 El; Beauveria 4 emulsion
inversa (regién Metropolitana, La Pintana, predio rural) abril-junio 2019.

En Placilla, region Libertador B. O'Higgins, el ensayo fue ubicado en un sector de
alta infestacion, durante el periodo de abril-junio donde se aplicaron los plagui-
cidas microbianos formulados como WPy El. Los tratamientos fueron revisados a
los 7,14 y 21 dda e incubados hasta 21 d en placas Petri con humedad para ob-
servar la epizootia. En este ensayo, Beauveria polvo mojable alcanzd un 53.49%
de eficacia y Metarhizium emulsion alcanzo un 80.39% (Figura 18 y 19).
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Figura 18. Porcentaje de eficacia de los tratamientos mediante la formula de Henderson &
Tilton, a los distintos dias de revision. Donde M8 WP; Metarhizium 8 polvo mojable y B4 WP;
Beauveria 4 polvo mojable; M8 El; Metarhizium 8 emulsion inversa, B4 El; Beauveria 4 emulsion
inversa (region Libertador B. O’Higgins, Placilla, predio rural) abril-junio 2019.
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Figura 19. Ejemplo de pupas con seda extraidas de los ensayos de campo de la region de O'Hi-
ggins infectadas por plaguicidas microbianos. A) Beauveria. B) Metarhizium.

Las capturas de polillas en INIA La Platina en la temporada invernal 2019 (Figu-
ra 20) mejord debido a que Metarhizium 8 formulado como emulsion inversa,
al igual que el producto comercial, alcanzaron cero capturas indicando que las
polillas no volaron debido a la accion del plaguicida microbiano. Esto se puede
deber a que las aplicaciones de los plaguicidas microbianos fueron realizadas
tempranamente, abril-junio, en donde la seda de la pupa es mas delgada.
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Figura 20. Captura de polillas de Lobesia botrana en trampas de feromonas, post aplicacion
de los tratamientos en INIA La Platina. Donde M8 WP; Metarhizium 8 polvo mojable, B4 WP;
Beauveria 4 polvo mojable, M8 El; Metarhizium 8 emulsion inversa, B4 El; Beauveria 4 emulsion
inversa (region Metropolitana, La Pintana) Sept.- Oct 2019.
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Las mediciones de capturas de Placilla no pudieron ser monitoreadas adecuada-
mente debido a la crisis social de octubre 2019 porque no pudimos acceder a los
sectores en donde se encontraban las trampas en los periodos del ensayo, por lo
que no fueron consideradas para esta publicacion.

3.4. Resultados temporada invernal 2019. Region de
Valparaiso

Adicionalmente en la temporada 2019, en paralelo a obtener los resultados de
la temporada invernal de la RM y O "Higgins y en base a los resultados de la
temporada 2018, se evalud en zonas urbanas de Olmué (Region de Valparaiso)
la aplicacion de Beauveria 4 emulsion inversa (ED). En esta ocasion, INIA prepard
el plaguicida microbiano y el equipo del PNLb del SAG realizo la mayoria de las
aplicaciones invernales en julio/2019. Se evalud la aplicacion de Beauveria (B4
El), Beauveria mas confusion sexual (B4 El + CS) y Testigo (Sin aplicacion). Para
cuantificar el efecto de los tratamientos, se compar6 los registros de las cap-
turas de polillas por trampas con feromonas correspondientes a los primeros
vuelos de la temporada noviembre 2018 y noviembre 2019. El registro de las
capturas en ambas temporadas fue realizado por el PNLb del SAG.

En la temporada de capturas de noviembre 2019, después de los tratamientos
invernales con Beauveria, se logro reducir en un 34% las capturas de los machos
de L. botrana solo con B4 El 'y un 80% con B4 El + CS con respecto al testigo en
2019. Al comparar entre temporadas, se destaca el sector aplicado de B4 El + CS,
este valor presenta una disminucion de un 89% de la poblacion de L. botrana.
En el caso de la comparacion de temporadas, la aplicada solo con B4 El presento
solo un 15% de disminucion de la poblacion de polillas. La comparacion entre
temporadas de los testigos practicamente no tuvo variacion (Figura 21).
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Figura 21. Porcentaje de capturas de machos de L. botrana en sector urbano de Olmué. En
azul se presentan las capturas 2018. En plomo las capturas 2019. B4 El, Beauveria 4 Emulsion
inversa. CS, Confusion Sexual. TESTIGO, Sector sin aplicacion.

Se destaca el efecto sinérgico de la confusion sexual en conjunto a la aplicacion
de Beauveria 4 WP. Este efecto fue el que obtuvo mayor disminucion de captura
debido a que ambas estrategias incidieron en el control la plaga. Cabe senalar,
no se realiz6 un tratamiento solo con confusion sexual debido a que no habia
un mayor nimero de feromonas disponibles en esa ocasion. Debido a este in-
teresante resultado y en dependencia de nuevos financiamientos en el area, se
evaluara una matriz mas compleja para dilucidar de mejor manera la interaccion
HEP/Feromona/L. botrana.

3.5. Resultados Bacillus thuringiensis var. kurstaki para
control de larvas: Complemento al control invernal

Adicionalmente, se evalud una estrategia de control en el periodo de primave-
ra/verano complementarias al control invernal de L. botrana. Esta estrategia se
basa en las aplicaciones de Bacillus thuringiensis var. kurstaki (Btk) para control
de larvas, provenientes de polillas que no hayan sido controladas por las apli-
caciones invernales, para establecer un manejo integrado de L. botrana. Para
prospectar esta alternativa, se evaluaron dos productos comerciales en base a
Btk como opciones de manejo. Estas opciones fueron revisadas bajo el protocolo
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de evaluacion de productos del PNLb SAG. El plaguicida microbiano Btk1 alcanzo
una eficacia de 55.6% y Btk2 un 85.6% para control de larvas L1 principalmente
(Figura 22). En este caso, el rango de accion de los Bacillus promedia un 70%
de eficacia que sumado al control invernal con HEP proporcionaria un aporte al
control de la plaga.
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Figura 22. Eficacias de plaguicidas microbianos en base a Bacillus thuringiensis var. kurstaki
en vides.

4, Propuesta de manejo integrado de Lobesia botrana

Por los antecedentes presentados en este y otros capitulos, planteamos una
propuesta de manejo integrado de L. botrana que contempla el uso de hongos
entomopatogenos desde abril a agosto y desde esta dltima fecha realizar apli-
caciones de Btk mediante monitoreo de huevos cabeza negra de la plaga. Ade-
mas, este manejo es compatible con la confusion sexual, aplicaciones de pro-
ductos quimicos en los momentos y dosis correspondientes para el control de
esta plaga, otras plagas y enfermedades junto a las liberaciones de enemigos
naturales (Figura 23).
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Figura 23. Propuesta de manejo integrado en base a hongos entomopatogenos y Bacillus
thuringiensis var. kurstaki para control de distintos estados de Lobesia botrana.
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5. Conclusiones

Los HEP formulados presentaron mayor eficiencia que los sin formular. Por lo
tanto, podemos concluir que la formulacion cumple un rol clave en la eficacia
del HEP, potenciando el uso de ellos en campo, expuestos a las condiciones na-
turales tales como las temporadas invernales.

De acuerdo con las observaciones de campo en los monitoreos de la plaga en
distintos periodos del afio y distintas localidades de las regiones en donde fue-
ron evaluados estos productos, se concluydé que para mejorar la eficacia de los
plaguicidas microbianos se deben realizar las aplicaciones de estos productos
entre abril-mayo, debido a que el capullo de L. botrana es menos densa y las
temperaturas no son extremadamente bajas, favoreciendo la actividad de los
HEP para el control de la plaga. Esto se refleja en que las eficacias tuvieran au-
mentos cercanos a un 20% en comparacion a aplicaciones posteriores a julio.

Las capturas de polillas a través de trampas con feromonas es una técnica que
permite una facil evaluacion indirecta del efecto de los plaguicidas microbianos
en base a HEP, complementando los resultados obtenidos en las evaluaciones
de eficacia. Por lo tanto, esta técnica es recomendable para monitorear a futuro
este tipo de trabajos.

La fuerte presencia de esta plaga en sectores urbanos de nuestro pais por la
tradicion cultural de mantener parras en nuestros jardines propicia el albergue
de la plaga en los hogares. Esto plantea la importancia de realizar control urbano
de la plaga para que este no sea foco de re-infestacion a los predios productivos
colindantes. Por lo tanto, el control urbano es clave para el control predial y ne-
cesita ser acompafado de medidas culturales y de manejo integrado de plagas.

El manejo integrado de plagas es una alternativa tanto para sectores urbanos
como predios productivos, que alcanza porcentajes de control considerables
como los mostrados en este proyecto. Nuestra propuesta, se puede adaptar a
sectores urbanos utilizando s6lo plaguicidas microbianos y enemigos naturales,
evitando el uso de productos quimicos en sectores donde no existe el conoci-
miento del manejo de estos o que simplemente no es una opciodn su uso, por los
tiempos de reingreso, carencias o toxicidades entre otros.

Todo este trabajo fue desarrollado en sectores bajo confusion sexual y/o mo-
nitoreo del PNLb del SAG. Ademas, los resultados de las tres regiones en donde
se evalud en una o dos temporadas las aplicaciones de los plaguicidas micro-
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bianos en base a HEP, nos llevan a plantearnos preguntas sobre como mejorar
los plaguicidas y su interaccion con las feromonas. Por lo tanto, es una linea de
investigacion que se debe seguir desarrollando en el pais, especialmente con el
desplazamiento de los cultivos hacia al sur, producto del cambio climatico y que
puede ser una oportunidad de agricultura sustentable.

Por los antecedentes mencionados, el desarrollo e implementacion de este pro-
yecto se basa en la colaboracion integrativa de distintas disciplinas presentes
en INIA, como Biotecnologia, Entomologia y Transferencia Tecnologica que, junto
con al apoyo y experiencia del PNLb de SAG y soporte constante de FIA, genera-
ron un factor determinante para el éxito en el biocontrol de Lobesia botrana en
este proyecto. Ese factor fue la cooperacion.

Por ello, aprovecho de agradecer, en nombre de todo el equipo, a todos los agri-
cultores y personas que apoyaron esta iniciativa. Sin ustedes esto no hubiese
sido posible.
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Capitulo 5

Metodologias de Transferencia Tecnologica para
el control invernal de Lobesia botrana con hongos
entomopatogenos

Paulo Godoy C.
Ing. Agronomo.
paulo.godoy@inia.cl

1. Antecedentes Generales

Las sugerencias de manejo fitosanitario de la “Polilla Europea de la Vid” o tam-
bién llamada “Polilla del Racimo de la Vid”, cuyo nombre cientifico es Lobesia
botrana, estan enmarcadas en las normativas del Programa Nacional de Lobesia
botrana 2019-2020, bajo la resolucion exenta N°6338/2019, emitida por el Ser-
vicio Agricola y Ganadero (SAG) y en las Autorizaciones Oficiales de Plaguicidas
para Lobesia de la presente temporada.

Con el fin de controlar la accion de Lobesia, en los periodos de aplicacion de
plaguicidas, sera necesario que los interesados conozcan el comportamiento de
los ciclos de desarrollo de cada una de las 3 generaciones del insecto. De este
modo, tendran claridad del momento y el tipo de formulacion (quimica o biolo-
gica) que deben elegir.

En a Gltima década, en el sector agropecuario se han producido cambios signifi-
cativos, generando una verdadera revolucion tecnoldgica a la que se ve enfren-
tada el sector agricola. Por ello, es necesario, entre otros aspectos, la moderni-
zacion y adecuacion de la entrega de los conocimientos disponibles.

Los beneficios del consumo de frutas para la salud humana son innegables, sin
embargo, ha quedado en evidencia que dichos productos estan expuestos a
agentes quimicos, fisicos y bioloégicos que atentan contra su inocuidad, factor
que, sumado a las caracteristicas nutricionales, organolépticas y comerciales,
componen la calidad de los alimentos.

Actualmente, estas propiedades son reconocidas y exigidas por los consumido-
res, quienes desean saber el origen y calidad de los procesos productivos invo-
lucrados en la obtencion de las frutas que llegan a su mesa.
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Lo anterior, implica un gran desafio para los productores fruticolas de la Region
Metropolitana (R.M.), porque deben responder simultaneamente a los requisitos
sanitarios y a la inocuidad exigida por los mercados internacionales. Por lo tanto,
responder en forma eficiente, confiable y agil a los requerimientos en materia de
fitosanidad e inocuidad de los alimentos es un factor de competitividad estraté-
gico para los productores que buscan posicionarse como lideres en el mercado
externo.

Sin embargo, la mayoria de los productores se ve enfrentado a problemas ento-
mologicos que no saben enfrentar. Uno de ellos es la Lobesia botrana que bus-
can solucionar recurriendo a plaguicidas, pero sin hacer uso de la informacion
disponible sobre la plaga, el tipo de producto y momento adecuado para su
aplicacion, niveles de incidencia, periodos de carencia y toxicidad, entre otros
factores, generando en la mayoria de los casos, aplicaciones excesivas y un alto
nivel de contaminacion del ambiente y producto final. A esto se suma un control
deficiente de la plaga, debido a un desconocimiento de su ciclo biologico, iden-
tificacion y control.

En relacion a los plaguicidas, Chile ha suscrito una serie de acuerdos bilaterales
y multilaterales, vinculantes y no vinculantes, relacionados con el uso sustenta-
ble de éstos. Sin embargo, la incorporacion a la Organizacion para la Coopera-
cion y el Desarrollo Econdmico (OCDE) ha dejado en evidencia que la carga de
plaguicidas por superficie de area cultivable en Chile (Zolezzi, 2014) es de 0,46
ton de plaguicidas/km? sobre 0,21 ton de plaguidas/km? recomendado por OCDE.
Producto de lo anterior, surge como una alternativa sustentable al manejo tra-
dicional de plagas, el Manejo Integrado de Plagas (MIP), el cual se basa en el uso
racional de métodos quimicos, bioldgicos y culturales para su control.

EL MIP se define como una estrategia econdmicamente viable, en la que se com-
binan varios métodos de control para reducir las poblaciones de la plaga a ni-
veles tolerables, minimizando los efectos adversos a la salud de las personas y
al ambiente. Su implementacion exige como un requisito basico y obligatorio
reconocer la plaga de Lobesia botrana y sus enemigos naturales, entender su
biologia y comportamiento, métodos de control disponibles, desarrollar técni-
cas de monitoreo e incorporar el concepto de umbral de dafno econoémico en las
decisiones de manejo.

Hoy existe abundante informacion tecnologica sobre las interrelaciones que
ocurren entre plantas, plagas, enemigos naturales y ambiente, como también

Instituto de Investigaciones Agropecuarias INIA / MINISTERIO DE AGRICULTURA 77




sobre la plaga en cuanto a su cantidad, distribucion y el dafo que ella produce,
acompanado de la proliferacion y efecto de los enemigos naturales presentes en
los frutales mas relevantes en nuestro pats.

Como se sabe, Chile no cuenta con un sistema de transferencia agricola potente
que haga posible la masificacion rapida del uso de las tecnologias vy, a pesar de
los esfuerzos que ha hecho el Estado en este sentido, la cantidad de agriculto-
res y extensionistas que acceden a las tecnologias via métodos tradicionales
de transferencia, difusion y capacitacion, es muy inferior a las necesidades, a
pesar de que la oferta tecnologica ha crecido en los Gltimos afos. En esa linea,
es evidente la necesidad de especialistas para asesorias, ya que mas de un 50%
de los agricultores no tienen acceso a estos profesionales, existiendo un gran
interés por los productores de acceder a nuevas tecnologias innovativas en el
ambito productivo, no obstante, no cuentan con las instancias o instrumentos de
como hacerlo. Por ejemplo: en programas de asistencia técnica del Instituto de
Desarrollo Agropecuario (Indap) sélo llegan al 15% de los agricultores familia-
res. (Berdegué, 2014).

Esta falta de conocimientos tecnologicos impide obtener los potenciales de pro-
ductividad y eficiencia, dado que se aplican nuevas tecnologias sin disponer de
la suficiente informacion tecnoldgica que la respalde y, la mayoria de las veces,
las recomendaciones las obtienen de personas que no poseen los conocimientos
adecuados o poseen otros intereses como son los comerciales.

Entonces, es prioritario empezar a buscar nuevas formas de abordar los aspectos
fitosanitarios, ya que el impacto econémico, ambiental y sobre todo en la inocui-
dad de los alimentos, hoy cobran gran importancia en el mercado internacional.

En este escenario la biotecnologia, en conjunto con la entomologia, son discipli-
nas que buscan obtener herramientas tecnologicas de informacion para el con-
trol biologico de Lobesia botrana, a través de una evaluacion in vitro de aislados
de hongos entomopatogenos (HEP) de Beauveria sp. y Metarhizium sp. contra
Lobesia botrana.

2. Transferencia y Extension

Un programa de transferencia y extension se centra en la necesidad de aumen-
tar los conocimientos sobre las condiciones de los agricultores e incorporar sus
puntos de vista en el desarrollo de tecnologias agropecuarias. Al respecto, se
debe mencionar que el conocimiento de los agricultores es dinamico, ya que
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asimilan datos y conceptos de diversas fuentes como, por ejemplo, proveedores
de insumos, medios de comunicacion, sus pares y otras fuentes.

En cuanto a la informacion y tecnologia, estas son difundidas a través de redes
constituidas por un grupo de personas unidas por vinculos de interés, como re-
sultado de compromisos sociales familiares o tradicionales. Estas redes pueden
ser sociales o virtuales, desempefiando un papel fundamental en la adopcion de
tecnologias nuevas.

Se debe tener presente que la metodologia de transferencia y difusion a utilizar
debe ser satisfactoria para entregar los conocimientos de los distintos proce-
sos, los cuales deben ser econdmicamente viables, ambientalmente sustentable
y socialmente aceptable, segln sea el caso. Para esto se hace imprescindible
constituir las instancias mas adecuadas de reflexion con los diferentes com-
ponentes de la poblacidn objetiva de este proyecto (profesionales, técnicos y
agricultores) que se quiere intervenir. Se debe colocar especial énfasis en gene-
rar las capacidades y habilidades locales que permitan que sea sustentable en
el tiempo.

En la medida que miembros de una comunidad se convierten en protagonistas
del proceso de construccion del conocimiento, (deteccion de problemas y ne-
cesidades, ademas de la elaboracion de propuestas y soluciones), los resultados
obtenidos seran innovaciones tecnologicas mas productivas, estables, equitati-
vas y sostenibles, con mayores probabilidades de ser adoptadas y que respon-
den a preocupaciones sociales relevantes, como la equidad y la sustentabilidad.
Bellon (2002).

De acuerdo a la experiencia de los especialistas de INIA y a la investigacion que
se ha llevado a cabo, la baja tasa de adopcion tecnologica observada se eviden-
cia por la existencia de brechas tecnologicas, entre la oferta de la academia y
lo aplicado en los predios agricolas de los agricultores, como consecuencia de:
(1) desconocimiento de controladores bioldgicos para Lobesia botrana, (2) tec-
nologias de control que no estan adaptadas o debidamente validadas bajo las
circunstancias y/o realidad de la poblacion objetivo involucrada.

Para entregar una solucion a lo anterior, en el marco del proyecto “Desarrollo de
un biopesticida en base a HEP para biocontrol y/o manejo integrado de Lobesia
botrana en vides como una alternativa sustentable en el cambio climatico”, se
desarrollaron varias actividades basadas en la metodologia de Grupos de Trans-
ferencia de Tecnologia (GTT), (Garcia-Huidobro et al., 2006), desarrollada por INIA.
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A continuacion, se describen algunas de ellas, como: reuniones de socializacion,
talleres técnicos basados en el sistema de “aprender haciendo”, visitas y reunio-
nes técnicas, unidades de validacion y seminarios de difusion.

2.1. Reuniones de Socializacion

En estas reuniones se convoco a los agricultores como potenciales integrantes
de los GTT. Es asi como se invitaron agricultores del Programa de Desarrollo Local
(Prodesal) de Isla de Maipo y Lampa, para constituir el GTT de Vides productores
urbanos de estas comunas.

El objetivo de estas reuniones fue dar a conocer, en forma detallada los alcances
del presente proyecto y los derechos y deberes que implicaba incorporarse a
este programa, en el que la confianza y el compromiso son pilares fundamen-
tales para el éxito del mismo. Ademas, se socializ6 el proyecto con importantes
empresas en el rubro vitivinicola y exportacion de uva de mesa (Figura 1).

h) B)

Figura 1. Reuniones de socializacion. A) Vifia Tarapaca. B) Vifia Santa Ema. C) Vifia Las Mercedes.
D) Exportadora Quintay
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2.2. Grupos de Transferencia Tecnologica (GTT)

Se colocd especial énfasis en el acompafiamiento/seguimiento de todas las
etapas que intervienen en el proceso de aprendizaje involucrado en el MIP,
preocupandose mas que en las habilidades, en los procesos que las acompafian
y/o generan, teniendo siempre como sujeto al agricultor. Esto Gltimo adquiere
una relevancia especial, en cuanto a que generaran insumos para la identifi-
cacion y control de Lobesia botrana, y responda a los problemas de los agricul-
tores.

Con el objetivo de ir evaluando: i) el grado de aceptacion del HEP para el control
de Lobesia botrana, ii) la dinamica del estadio de pupa de la plaga v iii) un pun-
to de referencia a la labor que desarrollaron los profesionales y técnicos en las
unidades de validacion, se establecieron 2 grupos de transferencia tecnologica
coordinados por extensionistas de INIA.

Los GTT fueron conformados por un grupo cerrado entre 12 y 15 agricultores,
quienes deben poseer un alto grado de homogeneidad en cuanto a su ubicacion,
orientacion productiva e intereses, ademas de estar dispuestos a constituir un
grupo estable junto a ello deberan estar dispuestos a compartir sus experiencias
y dar facilidades para visitar su predio, todo ello con un alto grado de compromi-
so, donde la reunion estara basada en la metodologia “ayuda al anfitrion”, sera
el componente central.

2.3. Constitucion de Grupos de Transferencia Tecnolo-
gica (GTT) en la region Metropolitana

Estos grupos se constituyeron satisfactoriamente con todos sus integrantes, en las
fechas indicadas, con un total de 32 agricultores directos, con quienes se realiza-

ron distintas actividades de capacitacion e implementacion de nuevas tecnologias.
Estos grupos se ubicaron en dos comunas de la Region Metropolitana (Cuadro 1).

Cuadro 1. Constitucion de grupos de transferencia tecnologica.

Dia GIT Lugar Integrantes
(n°)
11 agosto 2017 = Lobesia botranaLampa @ Saloén Prodesal Lampa 15
24 enero 2018 | Lobesia botranalslade Casona Isla de Maipo 17
Maipo
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3. Actividades de Capacitacion

Las actividades de capacitacion realizadas fueron: reuniones técnicas, talleres
técnicos, visitas técnicas, unidades de validacion y difusion.

3.1. Reuniones Tecnicas

Las actividades grupales desarrolladas con los integrantes de los GTT en el cam-
po de uno de los agricultores involucrados, en donde estas fueron constituidas
por una visita al predio y una charla técnica. En ambas actividades se conto con
la participacion activa del especialista, quien entregd informacion disponible
para el agricultor sobre un tema en especifico. La charla técnica fue reforzada y
complementada con la visita del predio, la cual estuvo basada en la metodologia
ayuda al anfitrion (Garcia-Huidobro et al,, 2006)

En funcion a lo expuesto en el parrafo anterior, los topicos tratados tienen es-
trecha relacion frente a especificidad de la informacion generada y focalizar
eficientemente la entrega de ésta, segln su priorizacion y dosificacion. Estas
actividades estuvieron focalizadas en metologias para el establecimiento de
unidades de validacion, control invernal de Lobesia botrana, identificacion de la
plaga segln estadios (huevo, larva, pupa y adulto) y formulacion de bioplagui-
cidas. Por lo tanto, estas actividades tienen como objetivo la nivelacion, de los
participantes, en los conocimientos, destrezas y habilidades basicas, relaciona-
dos con el uso y manejo adecuado de los bioplaguicidas en base a HEP, asociados
a la plaga. Finalmente, teniendo presente que los resultados del aprendizaje se
expresan en el logro de objetivos generales y especificos, se puso especial énfa-
sis en definirlos, en forma conjunta entre extensionistas y especialista, sefalan-
do el tipo de aprendizaje deseable, adopcion en el tiempo involucrado y el lugar
mas apropiado. Junto a ello se fijo una ruta a seguir cuyas actividades fueron;
talleres técnicos, visitas técnicas y asociadas al tema desarrollado en la reunion
técnica respectiva (Zolezzi, 2014)

3.2. Talleres Técnicos

Los talleres técnicos (Figura 2) son capacitaciones que esta a cargo de extensio-
nistas y/o especialistas, segin el grado de complejidad del tema a tratar. Ellos
acompanan a los productores en terreno para validar e implementar la tecnolo-
gla propuesta, durante este acompafiamiento se busca identificar las brechas y
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realizar el ajuste necesario para que los productores puedan incorporar la tec-
nologia propuesta por INIA, en el predio del agricultor y ajustar segln su rea-
lidad en primera instancia en el productor lider y después al grupo de trabajo
constituido.

Figura 2. Talleres Técnicos. A) Metodologia para el establecimiento de unidades de validacion.
B) Resultados control invernal de la plaga Lobesia botrana. C) ldentificacion de la plaga. D)
Formulacion de bioplaguicidas. E) Identificacion, Monitoreo y Control con hongos entomopa-
togenos de la Plaga Lobesia botrana.
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4. Metodologia de enseianza interactiva

Para poder cumplir con los objetivos, en relacion al grupo de productores al cual
estaba enfocada esta capacitacion, se utilizd una metodologia interactiva para
adultos, permitiendo un mayor dinamismo entre agricultores, profesionales e in-
vestigadores, distribuidos en grupos de 5 personas a través del concepto apren-
der haciendo. Para ello, se realizd una capacitacion con un topico determinado a
través de presentaciones en pantalla como se visualiza en la Figura A) y, poste-
riormente, se reforzaron los conceptos a través de un trabajo con pizarras mag-
néticas, en las que se presento el ciclo de control de los HEP sobre el estadio de
pupa de Lobesia botrana, diferenciando entre pupa colonizada por el HEP y pupa
sin colonizar, esto considero la entrega de material bibliografico para apoyar y
complementar de mejor manera la actividad.

A B)

Figura 3. A) Presentacion en pantalla, B) Capacitacion interactiva del ciclo del control con
HEP de Lobesia botrana a través de pizarra magnética.

5. Evaluacion de conocimientos

Para poder evaluar los conocimientos de los agricultores y equipo técnico de los
2 grupos GTT, Isla de Maipo y Lampa, que asistieron al taller tedrico-practico so-
bre “Identificacion, monitoreo y control con HEP de la plaga Lobesia botrana en
vid”, se realiz0 una prueba inicial con preguntas que tienen relacion con el tema,
con el fin de determinar el nivel de conocimientos que tenian los integrantes. Al
final de la actividad, se realiz6 una evaluacion final que permitio la comparacion
entre ambas evaluaciones y asi poder determinar el aumento final de conoci-
mientos. Los resultados se presentan en la Figura 4.
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Figura 4. Biologia de la plaga. Porcentaje de aprobacion en evaluacion inicial (barra azul) y final
(barra roja).

En la Figura 4, se puede observar el aumento de conocimientos en identificacion
de la plaga en un 50%, identificacion del estado de pupa en un 35,7%, umbral de
dafio econdmico en un 7,1% y en estadio de la plaga en un 42,9%.

De acuerdo a las brechas preexistentes, se presentaron los conocimientos basi-
cos de identificacion y biologia de la plaga, que se hacen necesarios al momento
de la aplicacion de estos bioplaguicidas, ligados a una correcta identificacion de
la principal plaga que ataca a la vid.

En la Figura 5, que se presenta a continuacion, se observa la evaluacion en el
aumento de conocimiento, sobre topicos de monitoreo, trampas de feromonas,
confusores sexuales de la plaga y ubicacion de estos confusores.
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Figura 5. Monitoreo. Porcentaje de aprobacion en evaluacion inicial (barra azul) y final (barra
roja).

Los resultados anteriores muestran que respecto al topico monitoreo, el grupo
mantuvo el conocimiento en la evaluacion inicial y final (28,6%). Respecto a las
trampas de feromonas existidé un aumento de conocimiento de 21,4%. En cuanto
al area de cobertura de la trampa existi6 desconocimiento total de los produc-
tores, ya sea en la evaluacion inicial y final. En la vida Gtil del confusor existié un
aumento de conocimiento de 57,2%. Mientras que el monitoreo y ubicacion del
confusor, el aumento de conocimiento fue de 50%.

En la Figura 6, se presentan los resultados de evaluacion del topico relaciona-
do con la identificacion de los HEP para el control invernal de Lobesia botrana,
caracteristicas respecto a la apertura y reutilizacion de los bioplaguicidas y la
importancia del uso de Elementos de Proteccion Personal (E.PP) en la aplicacion
de éstos.
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Figura 6. Hongos entomopatogenos. Porcentaje de aprobacion en evaluacion inicial (barra
azul) y final (barra roja).

Los resultados presentados muestran un aumento de conocimientos en la iden-
tificacion de Beauveria bassiana en un 71,5%, en la identificacion de Metarhi-
zium robertsii el aumento fue de 85,7%, respecto a las caracteristicas de los
bioplaguicidas el aumento de conocimiento fue de 35,7% y sobre la utilizacion
de E.PP aumento en 14,3%.

En esta evaluacion también se consulto a productores y profesionales involucra-
dos en los 2 grupos de transferencia tecnologica de Isla de Maipo y Lampa, sobre
el tipo de formulacion preferido, para realizar sus aplicaciones en el control con
HEP sobre Lobesia botrana. Los resultados se presentan en la Figura 7.
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Figura 7. Formulacion. Porcentaje de aprobacion en evaluacion inicial (barra azul) y final (barra roja).
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En la evaluacion inicial se observa que no existen preferencias muy definidas, la
formulacion liquida y polvo mojable (opcion: todas las anteriores) presenta un
42,9% de las preferencias, la formulacion liquida un 35,7%, el polvo mojable un
7,1% y un 14,3% no marco preferencia.

En la evaluacion final, las preferencias estan mas definidas, ya que fueron elegi-
das s6lo dos de las opciones propuestas, en primer lugar, la opcidn que incluye
la formulacion liquida y el polvo mojable con un 64,3% y luego la formulacion
liguida con un 35,7%.

6. Visitas Tecnicas

Las visitas técnicas buscan realizar un acompanamiento al integrante del grupo
de transferencia tecnologica, en la implementacion de los tépicos propuestos
como la biologia del insecto, su manejo integrado, identificacion del HEP y el
control a través de distintas formulaciones, incorporando el concepto de umbral
de dafo econdmico en las decisiones de manejo.

Dentro de este contexto es una actividad clave, para determinar la abundancia,
distribucion y dano de la plaga, como la abundancia y efecto de los HEP presen-
tes en condiciones ambientales del sector.

Este trabajo en conjunto (Transferencista-Agricultor) nos permite reducir la po-
sibilidad de que los bioplaguicidas se utilicen cuando no son necesarios o se em-
plee el este tipo de producto de forma equivocada, situaciones que se pueden
presentar frecuentemente entre los agricultores por desconocimiento.

Es por ello, que se efectlian seguimientos y acompaiamientos a los integrantes
de los GTT, por parte de los transferencistas y especialistas de INIA mediante
estas visitas técnicas, basadas en la metodologia “aprender haciendo”.
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Figura 8. Visita técnica para el aprendizaje de formas de aplicacion para el control de Lobesia
botrana con HEP.

7. Validacion Tecnologica

Las nuevas tecnologias, como los bioplaguicidas, generadas en funcion de los
puntos criticos como el control de plagas, definidos conjuntamente entre los
agricultores, transferencistas e investigadores, y que ademas son de dificil adop-
cion, desconocidas o que no estan dispuestos a adoptarlas por los riesgos y/o
costos que significan, generan la necesidad de dar una respuesta practica desde
el punto de vista tecnologico y puntos criticos. Para esto, se optd por constituir
3 Unidades de Validacion en campos de los agricultores integrantes de los GTT.

La metodologia que se utilizd esta basada en los conceptos y procedimientos
de la investigacion participativa. En dichas unidades los productores y exten-
sionistas realizaron los trabajos, con sus capacidades, recursos y metodologias,
a excepcion de aquellos factores considerados tratamientos, los que fueron de
responsabilidad de los especialistas INIA.
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Con respecto a las actividades programadas en la Carta Gantt del proyecto se
decidid trabajar con 3 Unidades de Validacion, con el objetivo de evaluar los
productos biotecnoldgicos para el control de pupas en diapausa invernal.

Las unidades de validacion de la Region Metropolitana y region Libertador Ber-
nardo O’Higgins se establecieron en época de invierno a partir del 18 de abril
hasta el 16 de mayo del afio 2019.

-Unidad de validacion La Platina (La Pintana) (Cuadro 2).
-Unidad de validacion Albero Silva (sector A, Placilla) (Cuadro 3).
-Unidad de validacion Alberto Silva (sector B, Placilla) (Cuadro 4).

Las tecnologias validadas fueron: Testigo sin aplicacion, producto comercial,
Bauveria emulsion, Bauveria polvo mojable, Metarhizium emulsion, Metarhi-
zium polvo mojable.

Cuadro 2. Unidad de Validacion ubicada en la comuna de La Pintana.

Frutal Vid de mesa, Variedad Red Globe

Objetivo General Validar las tecnologias de biocontrol
con HEP, para el control invernal de
pupas Lobesia botrana

Nombre del productor INIA, La Platina
Ubicacion Av. Santa Rosa 11.610, La Pintana
Geo-referenciacion 33°34°17.12"S 70°37°33.18"0
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Cuadro 3. Unidad de validacion ubicada en la comuna de Placilla (sector A).

Frutal Vid vinifera Cabernet Sauvignon

Objetivo General Validar las tecnologias de biocontrol
con HEP, para el control invernal de
pupas Lobesia botrana

Nombre del productor Alberto Silva
Ubicacion Camino los Manantiales s/n
Geo-referenciacion 34°367°48"S 71°05723"W
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Cuadro 4. Unidad de validacion ubicada en la comuna de Placilla (sector B).

Frutal
Objetivo General

Nombre del productor
Ubicacion

Geo-referenciacion
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Vid vinifera Cabernet Sauvignon

Validar las tecnologias de biocontrol
con HEP, para el control invernal de
pupas Lobesia botrana

Alberto Silva
Camino los Manantiales s/n
34°367°48"S 71°05723"W



8. Difusion del Proyecto

8.1. Seminarios

Una de las metodologias para difundir los resultados del proyecto fueron los se-
minarios de lanzamiento y otro de avance con entrega de resultados. A éstos se
convocaron los actores relevantes del sector, tales como autoridades publicas y
privadas, profesionales y agricultores, en los que seabarcaron temas relaciona-
dos al proyecto, como, por ejemplo, identificacion, monitoreo y control con HEP
en estado invernal de Lobesia botrana. (Figura 9)

A) B)

Figura 9. Seminarios. A) Seminario de lanzamiento. B) Seminario de avance. Cy D) Expositores
seminario.
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8.2 Material de difusion

Para entregar la informacion generada en la investigacion y desarrollo del pro-
yecto se utilizaron diversos medios de difusion para llegar a los productores de
manera claray precisa. Entre los materiales utilizados estuvieron: afiches técni-
cos, guias de campo, fichas técnicas, notas de prensa y videos, entre otros. Este
material busco dar respuesta a los requerimientos y compromisos del proyecto.

En este proyecto se confeccionaron fichas técnicas (Figura 10) y un boletin que
permita una consulta rapida, oportuna y certera sobre Lobesia botranay sus
controladores biologicos.

Plagas en vides

Prop de manejo integrado para control
de Lobesia botrana, empleando hongos
entomopatogenos y bacterias

Fbits Attimir . a Godoy C. ey Vita . Edrde i 2.

entomologia

Figura 10. Ficha técnica. Propuesta de manejo integrado para el control de Lobesia botrana,
empleando HEP y bacterias.
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9. Conclusiones

Después de un trabajo extenso de los productores, instituciones pablicas, em-
presas privadas, profesionales, técnicos e investigadores asociados al area que
participaron en este proyecto, durante 36 meses se lograron resultados intere-
santes, como, por ejemplo, la incorporacion de tecnologias de Produccion Lim-
pia que aseguran la inocuidad alimentaria y el aumento de la eficiencia produc-
tiva sustentable con el medio ambiente.

El esfuerzo conjunto entre todos los participantes permitio constituir 2 grupos
GTT y capacitar a 32 agricultores, utilizando diferentes metodologias de trans-
ferencia y extension (Reuniones técnicas con 9 temas distintos de capacitacion,
visitas técnicas, seminarios y material escrito).

Especificamente, se generd un mejoramiento sustantivo de las brechas tecnolo-
gicas para el control invernal de Lobesia botrana con HEP, gracias a que el grupo
de agricultores capacitados en el marco del proyecto aprendi6 los conocimien-
tos basicos de identificacion y biologia de la plaga. La utilizacion de feromonas,
ubicacion del confusor y su vida Gtil son algunos aspectos que les permitiran un
mejor manejo y un adecuado monitoreo. Asimismo, la identificacion de cepas
de Beauveria sp. y Metarhizium sp., principales HEP utilizados para el control
en estadio de pupa de Lobesia botrana, les permitira un control de manera mas
eficiente.

En cuanto a la aplicacion de HEP, los productores prefieren cualquiera de las
2 formulaciones presentadas, ya sea la liquida o polvo mojable. Ademas, reco-
nocen la importancia de una adecuada proteccion con equipos de proteccion
personal (E.PP).
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