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I. ANTECEDENTES GENERALES

Nombre del Proyecto: Livaluacion de formulaciones de¢ microorganismos controladores de
enfermedades y plagas en cultivos hortofruticola de regional.

Cédigo: C98-1-A-072

Region: 7

Fecha de aprobacion o adjudicacién: Julio 1998

Forma de Ingreso al FIA: Concurso

Agente Ejecutor y Asociados: Universidad de Talca.

iCoordinador del Proyecto: Mauricio Lolas Caneo

!Costo Total: § 102.320.484

‘Aporte del FIA : §$ 60.125.202 Porcentaje del costo total:  58,76%
Periodo de Ejecucién: Agosto 1998 a Agosto 2001.
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1. RESUMEN EJECUTIVO

En los tres afios de ejecucion, ¢l equipo de investigacion del proyecto logro importantes
avances en cvaluacion de la cfectividad de biocontroladores de enfermedades y plagas. Lin
primer lugar, se¢ realizo una recoleccion de especies de organismos biocontroladores en
diferentes sectores de la VII Region, incluyendo sectores cordilleranos, reservas forestales:
secano costero y huertos comerciales locales. Dentro de los hongos obtenidos, distintas
iespecies de /richoderma, tales como 1. harzianum (cepa Queule), 7. longibrachiarum (cepa
iSoto), 1. hamatum (cepa Tubo), 7' virens (cepa Sherwood), 1. parceanamosum (cepa Tratles) y
las cepas Coque v Longavi, las que no fueron identificadas, fueron sometidos a pruebas de
iefectividad de control tanto in vitro, a nivel de laboratorio, como in vivo, en condiciones
‘controladas de invernadero, Estacion Experimental y umdades de validacion (UVAL) con
lagricultores locales. De esta torma, las cepas de 7richoderma mencionadas fueron evaluadas en
cultivos tales como tomate, brocoli, pimentdn, lechuga, esparragos y manzanos y para el
control de enfermedades causadas por los hongos fitopatdgenos Furarium oxysporum t.sp.
radicis-lycopersiciy, 1. solani, Rhizoctonia solani, Boirytis cinerea, Sclerotinia sclerotorium y
Venturia inaequalis. Del mismo modo, de los entomopatogenos colectados solamente una cepa
del Granulovirns de Cvdia pomonella, denominado CpGV-LI, resulto activo en el control de la
polilla de la manzana. Del trabajo de laboratorio v campo con la cepa CpGV-LI, finalmente
¢ste entomopatogeno pudo ser transferido en un huerto de produccion organica comercial de

manzanas otorgando un nivel adecuado de proteccidn.

|

{ St bien la produccion y aplicacion de las cepas de Irichoderma usados fue exitosa
;Iogrando una forma de masificacion simple y rapida para su desarrollo y uso, el caso del
prGV-Ll fue muy distinto. A pesar de todo el esfuerzo mvolucrado durante los tres aflos de
‘ejecucion del proyecto, no sc_solucionm‘qn todos los problemas referentes a la produccion en
una escala mayor del CpGV-LI, pero quedd de manifiesto la posibilidad de solucionar estos

;problemas y poder realizar un desarrollo mayor posterior de este controlador.

3%
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III. TEXTO PRINCIPAL

1. RESUMEN

El objetivo del proyecto “Evaluacion de fonmulaciones de microorganismos controladores
de enfennedades v plagas en cultivos hortofruticola de regional”, en su propuesta original fue
evaluar la efectividad de cepas del hongo biocontrolador 7richoderma 'y Virus granuloso (VG),
‘colectadas en la VII Region, sobre enferimedades y plagas, respectivamente, de importancia
primaria. En una primera etapa de laboratorio, se trabajo de forma de acotar las dosis optimas,
EFormulaciones, momento de aplicacion y formas de almacenaje de ambos biocontroladores.
‘Posteriormente en una segunda etapa, se evaluaron ambos biocontroladores, en base a los
resultados obtenidos en la etapa anterior, en relacion a su efectividad sanitaria en la produccion
de almacigos de brocoli, tomate y pimentdén y en cultivos experimentales de imanzano,
esparrago, lechuga, tomatc y pimentéon. De esta forma, fueron validadas las dosis,
formulaciones y momentos de aplicaciéon y se establecieron las recomendaciones técnicas para
el uso de VG v Trichoderma, de facil uso para el agricultor y eficientes en el control de plagas
y enfermedades.
|
\
i En base a lo anterior, se aislaron ¢ identificaron una cepa de Virus Granuloso y sicte de
‘Trichoderma spp., detenminandose cinco especies dishntas y de las cuales tres demostraron
‘poseer un alto potencial biocontrolador. Las cepas fueron las siguientes como 7. harzianum
(cepa Queule), 7. longibrachiatum (cepa Soto), 1. hamatum (cepa Tubo), 7. virens (cepa

ISherwood), 7. parceanamosum (cepa Trailes) y las cepas Coque y Longavi.

Ademas, se desarrolld un sistema semi-continuo de produccion de las distintas cepas de
Trichoderma a nivel de laboratorio, que logro abastecer las necesidades del proyecto, tanto para
cnsayos como para las unidades de validacion. Este, basicamente consistié en un sistema de
produccidn bi-fasico, consistente en una primera fase de produccion en medio hquido, para
luego pasar a una fase de produccion en sohdo, desde la cual se extraen las conidias para ser

utihzadas, este sistema utiliza como nutrientes una mezcla de granos.



Proyecto I'1A C98-1-4-072
Informe Final, Agosto 2001

En los ensayos in vitro, fue posible determinar la efectividad de inhibicion del
j crecimiento de seis hongos fitopatdgenos causante de enfermedades de importancia economica
por las distintas cepas de Trichoderma: Fusarium oxysporum £sp. radicis-lycopersici, I'.
©solani, Rhizoctonia solani, Botrytis cinerea, Sclerotinia sclerotiorum y Phytophthora capsici.
, Del mismo modo, se determinaron las concentraciones efectivas para el control de la polilla de
|
i‘la manzana, Cydia pomonella por la cepa de wvirus granuloso. Posteriormente, para
Trichoderma, estas concentraciones fueron evaluadas in vivo en produccion de almacigo de
.tomate, pimentén y brécoli y en cultivos experimentales de lechugas hidropomicas, tomates,
brécoll v manzano, seleccionandose las mejores cepas de 7richoderma para cada enfermedad y
desarrollando los parametros basicos para su inclusion en los sistemas de manejo de
enfermedades fungosas. Ademas se logrd determinar la estrategia de uso del Virus Granuloso
para el control de la polilla de 1a manzana bajo un sistema de produccion organico. Dentro de
esta linea de investigacion, se formaron umdades de validacion (UVAL) con el uso de la
concentracion efectiva de Virus Granuloso en huertos de manzano de San Fernando (VI
Region) y del sector Los Maitenes en las cercanias de San Clemente (VII Region). Del mismo
modo, para las cepas efectivas de 7richoderma, se establecieron UVAL en esparragueras de
‘Pelarco (VI1 Regidn) principalmente para el control de enfermedades de la corona causadas por
Fusarium sp.. en cultivos de tomate y melén de agricultores pertenecientes al Centro de
“Gesn’én Empresarial de la Universidad de Talca, para el control de enfermedades causadas por
Jusarium spp., y también en un huerto de manzano organico de la zona Los Maitenes en las
}cercanias de San Clemente (VII Region) para el control preventivo de Venturia inaequalis

(sarna del manzano).

De manera de preservar las cepas en el tiempo y de evaluar el mejor método de
produccién masiva, se realizaron ensayos de almacenaje de las cepas de 7richoderma y Virus
Granuloso a nivel de laboratorio. De los estudio de alimacenaje, lo mas rescatable es el hecho de
(“]uc Trichoderma es capaz de mantenerse por 60 a 90 dias en perlita, lo que estaria permitiendo
un control eficiente de enfermedades de suelo en cultivos hidropdnicos o bien en alinacigo y

VIVero.
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Finalmente, los resultados relevantes fueron difundidos ampliamente en dias de campos
y charlas a agricultores; presentaciones orales y posters en congresos cientificos de las
Sociedades Chilena de TFitopatologia, Chilena de Entomologia y Agronémica de Chile.
Ademds, se participo activamente en Ferias de Produccion Organica y eventos realizados por el
FIA. Del mismo modo, se elaboraron boletines divulgativos de uso de 7richoderma y Virus de

la Granulosis, basados en los resultados relevantes del proyecto.

Uno de los principales impactos de este proyecto de investigacion fue la comprobacion
de la existencia de una gran biodiversidad de microorganismos existentes en la VII Regidn de
Chile, con alto potencial biocontrolador de enfermedades y plagas que afectan los cultivos
agricolas. Incluso, esta eficacia biocontroladora seria mayor que la ofrecida por los productos
comerciales disponibles para el agricultor durante el desarrollo del proyecto. Por otra parte, se
logré la participacion de agricultores, quienes ntrodujeron el uso de ambos biocontroladores,
en sus planes normales de manejo. Lo antenor, y debido a los buenos resultados logrados, ha
generado una demanda constante por’ estos microorganismos evaluados. Ademads, se
establecieron las bases preliminares para una producciéon comercial local de las cepas de
Trichoderma, a mvel semi-industrial, que permitiria ¢l desarrollo masivo de bio-controladores,

lo cual constituye una necesidad basica de agricultores organicos, quienes dia a dia aumentan

| su demanda por este tipo de insumos.
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2. OBJETIVOS

Gieneral: Evaluacion  de  formulaciones de microorganismos controladores  de

enfermedades y plagas en cultivos hortofruticola de importancia regional.
Lespecificos:

v Aislar e identificar de cepas de Virus granuloso y 7richoderma spp.

v" Disponer de un sistema de produccion que permita tener un stock constante de
los controladores bioldgicos.

v" Decterminar las cepas de los controladores biologicos, sus formulaciones y
formas de aplicacion para el control de las enfermedades y plagas a nivel de
laboratorio.

v' Determinar las cepas de los controladores biologicos, sus forinulaciones y

formas de aplicacion para el control de las enfermedades y plagas en cultivos
experimentales.

v" Formar unidades de validacion con productores organicos.
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3. METODOLOGIA
3.1 UNIDAD DE Trichoderma

3.1.1 Recoleccion de cepas de Trichoderma sp.

Para la recoleccion de cepas de Trichoderma sp. se recolectaron muestras de suelo y
hojarasca en distintas formaciones vegetacionales y predios.

| La cepa Soto se obtuvo de un cultivo de maravillas en Rengo. Las cepas Sherwood y
' Tubo se obtuvieron del parque forestal de la Universidad de Talca. La cepa Queule se obtuvo
de la reserva Nacional ubicada en Tregualemu, donde existe una de las ulhmas formaciones de
Queule. La cepa Trailes se obtuvo de la Vega de los Trailes ubicada en la base del cerro
Enladrillado en el sector de Vilches. La cepa Longavi se obtuvo de un huerto de frambuesos
'ubicado en el sector de la Merced en Longavi y la cepa Coque de un huerto abandonado de
manzanos ubicado en las cercanias de Linares. En todos estos casos se han traido muestras de
suelo de sectores cercanos al camino y de otros de dificil acceso, generalmente ubicados en
quebradas a las que se debe llegar usando cuerdas, de forma de aumentar la diversidad de las

muestras.

Estas muestras de suelo se colocaron, primero en ciamara hiuneda por un tiempo
adecuado, para la formacion de micelio visible y luego se sacaron muestras de este micelio y de
:‘suelo, los que se cultivaron en placas Petri con medio de cultivo agar malta. A este se le agrego
un antibidtico Nistatina (50 mg/l) y acido lactico al 25% en una dosis de 250pl/ 100 ml, para
estimular solo el crecimiento de hongos. Se dejo en incubacién hasta que se pudiera observar
crecimiento de micelio sospechoso de ser Trichoderma sp. y se volvia a reaislar. Una vez
obtenido un cultivo puro se hacia una identificacion preliminar bajo microscopio, para
corroborar que perteneciera al genero 7richodermay luego se almacenaba en tubos de cultivo.
Previo a esto, la placa original se mantuvo por varios dias de forma de observar que hongo

predominaba, siendo siempre ¢! hongo 1dentificado como Trichoderma sp .
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3.1.2 Identificacién de las cepas:

Dada la dificultad para la identificacion de las especies del genero 7richoderma, se
optd después de varios e infructuosos intentos de determinar las especies, contratar los servicios
del Profesor Eduardo Piontelli de la Universidad de Valparaiso. Los resultados de su

identificacion se detallan en el anexo 1, donde se adjunta el infonme entregado.
3.1.3 Pruebas in Vitro

Ensayo 1 En el primer ensayo, se evalud el etecto de las especies recolectadas de
Trichoderma sp. sobre conidias o unidades formadores de colonias, de los distintos patogenos,
insertas en el medio de cultivo. El objetivo fue determinar la capacidad de control de
Trichoderma sp. sobre una especie patogena ya presente. Para esto se utilizé medio de cultivo
'agar Papa dextrosa (ADP), esterilizado en autoclave, acidificado y con antibidticos, al que en
estado hquido y con una temperatura inferior a 30°C, se le agregaron las conidias de los hongos
fitopatdgenos de forma de no daiiarlas. La concentracion de conidias se determiné utilizando

una camara Neubauer, ocupando la siguiente formula.

conidias
conidias/ pl  =memmmmeeeemeeees

[ mm2 X 0.1 mm
(Lab. Brand, 1991)

Las conidias o unidades de inoculo de los hongos a utilizar, se extrajeron con solucién
de tritén de placas Petri con cultivos puros de los microorganismos. Una vez solidificado el
‘medio se aplicaron los siguientes tratamientos, con 5 repeticiones cada uno mostrado en el

siguiente cuadro.
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‘Cuadro 3.1.1 Tratamientos evaluados en ensayo de control de Trichoderma sp sobre los
disfintos fitopatoégenos.

Trichoderma sp 108 Trichoderma sp 108 + fungicida

Ivichoderma sp 107 Trichoderma sp 107 + fungicida

Trichoderma sp 100 Trichoderma sp 100 + fungicida

Trichoderma sp 10 3 Trichoderma sp 10° + fungicida

Benomilo (dosis comercial) Trichodex dosis comercial

Solo patogeno Trichodex dosis comercial +
Benomilo

Los tratamientos con 7richoderma sp consideraron la aplicacion de 30 pl de cada una
de las concentraciones, extrayéndose las conidias de cultivos en agar malta., Las conidias sc¢
pusieron en una solucion de Triton (50ullt) aplicadas en la concentraciéon pertinente y en la
dosis ya mencionada en el centro de la placa Petri, que ya contenia las conidias de los
patogenos.

Como parametros a evaluar considero:
-. Didmetro de crecimiento de 7richoderma

-. Efecto del fungicida sobre la accion de Trichoderma.

Lste ensayo se realizo en el laboratorio de fitopatologia de la UTAL, en la camara de

aislacién a 20°C constante.

El principal problema metodolégico, fue la aislacion de los hongos fitopatdgenos, va
que estos se contaminaban repetidamente con levaduras y 7richoderma. Por 1o que se agrego al

medio de cultivos Nistatin.

'Ensavyo 11 En el segundo ensayo se evaluara el efecto de 7richoderma, presente en ¢l medio de
cultivo, sobre el crecimiento de los hongos fitopatogenos. Para lo cual se hara medio de
cultivo DPA, en lo que se insertaron de la misma forma que en el ensayo anterior las 4
concentraciones de 7richoderma sp 'y Trnchodex, quedando los tratamientos como los que se

ven en el cuadro 3.2, con 5 repeticiones cada uno.

9
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Cuadro 3.1.2 Tratamientos con Tricltoderma incluido en el medio de cultivo.

Trichoderma sp. 108 Trichoderma sp. 100 patogeno | Trichodex 109 (Dosis
comercial)
Trichoderma sp. 107 Trichoderma sp. 105 + patégeno | Trichodex 109 * patogeno
Trichoderma sp. 100 Trichoderma sp. 108 + patogeno| Trichodex 109 + patogeno
+ fungicida + fungicida
Trichoderma sp. 10 5 Trichoderma sp. ]07 + patogeno Solo Patégeno
+ fungicida
Trichodermu  sp. 108 *| Trichoderma sp. 100 + patégeno| Solo Trichoderma
patogeno -+ fungicida
Trichoderma sp. 107 | Trichoderma sp. 105 + patogeno | Patdgeno + fungicida
patégeno + fungicida

Los patogenos se aplicaran en las concentraciones ya mencionadas en la cuadro 1 en
tuna dosis 1gual  a la que se aplico 7richoderma en el ensayo [. El fungicida utilizado fue

Benomilo a dosis comercial.

Ensavo IIl En este ensayo se midid la capacidad de avance de 7richoderma  sobre los
hongos patogenos. Esto consistid en poner en una placa con PDA, en el cual a distancias
iguales de los bordes (2 cm) y en lados opuestos de la placa, se agregaron discos con
Trichoderma 'y de cada uno de los patogenos extraidos, de cultivos en PDA, que fueron

6 . .
sembrados con 10" conidias por ml de medio.
3.1.3 Ensavos en almacigos

Control de Rhizoctonia solani y Sclerotinia sclerotorium en almicigos de pimenton. [l

- ensayo fue realizado en almdicigos de pimenton var. Resistan, sembrados en bandejas
speedling, las que contenian una mezcla de tierra de hoja, suelo del lugar y arena 1:2:1, la que
fue autoclavada dos veces a 121° C. Por 30 minutos. A csta mezcla se les agrego una solucidn

de propavulos del patogeno en una concentracion de 10°conidias/ml. El ensayo fue conducido

10
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en el Campus Lircay de la Universidad de Talca. En invernaderos del departamento de

Hortalizas.

Rhizoctonia solani

Los tratamientos fueron los siguientes:

T1. Cepa Trailes, Trichoderma parceanamosum. En una concentracion de 10° conidias/ml.
T2, Cepa Queule, Trichoderma harzianum. En una concentracién de 10° conidias/ml.

T3. Trichodex en su dosis comercial.

T4. Benomilo en su dosis comercial.

T5 Testigo. Agua estéril.

. g ., 0 <.
T6. Cepa Trailes, Trichoderma parceanamosum. En una concentracion de 10° conidias/ml.

mas Benomilo en su dosis comercial.

~ g . ., O . g ,
T7. Cepa Queule, Trichoderma harzianum. En una concentracién de 10° comdias/ml. mas

Benomilo en su dosis comercial.

Esto fue aplicado en una dosis de 3 ml por celda. Ll disefio estadistico fue
completamente al azar, contando con S repeticiones, cada una de las cuales se componia de 10
plantas. Entre las filas de los distintos tratamientos se encontraba una hilera sin suelo, como

forma de aislar los tratamientos.
Sclerotinia sclerotorium

Los tratamientos {ueron los sigunientes:

T1. Cepa Longavi, Irichoderma sp.. En una concentracion de 10° conidias/ml.

T2. Cepa Queule, Trichoderma harzianum. En una concentracién de 10° conidias/ml.
T3. Trichodex en su dosis comercial.

T4. Benomtlo en su dosis comercial.

TS Testigo. Agua esténil.

e -~ ., 9 PPN , .
T6. Cepa Longavi, Trichoderma sp. En una concentracion de 107 conidias/ml. mas Benomilo

en su dosis comercial.

w8 .
P N

s
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7. Cepa Queule, Irichoderma harzianum. En una concentracion de 10° conidias/ml. mas
Benomilo en su dosis comercial.

Esto [ue aplicado en una dosis de 3 ml por celda. El disefio estadistico fue
completamente at azar, contando con 5 repeticiones, cada una de las cuales se componia de 10
plantas. Entre las filas de los distintos tratamientos se encontraba una hilera sin suelo, como

- forma de aislar los tratamientos.

Control de Fusarium oxysporium en almacigo de Tomate var. Cal Ace v sobrevivencia de

Trichoderma
En tomate al aire libre wvar. Cal. Ace. Se evalto el control de Tr sobre fusarium

oxypsporium  Se realizo lo siguiente:

-. Se utilizo una mezcla de suelo de 1:1:1 de suelo del Campus norte de la UTAL, tierra de hoja
y arena.
-. Se disefiaron bloques con suelo estéril y no estéril. La esterihzacion se realizo en autoclave
al21 ° C. Pro media hora tres veces. Y ademas se dividid en dos cepas de 7r. Sherwood y
Longavi.
-. Las bandejas speedling de 98 alvéolos se llenaron con estos suelos, en hilera por medio con

13 celdas cada una. La separacion entre nleras busca aislar los tratamientos.

Cuadro 3.1.3 Tratamientos con Trichoderma en ensayos en almacigos de tomate.

Suelo estéril

Suelo sin esterthizar
| Trichoderma 10

Trichoderma Vi

Trichoderma 10° Trichoderma 10"
Trichoderma 10° + fungicida Irichoderma 10° + fungicida
Trichoderma 10 ° + fungicida Trichoderma 10* + fungicida
Trichodex 10° | Trichodex 10° ]
Trichodex 10" I Trichodex 10 ™ |
Trichodex + fungicida Trichodex + fungicida
Suelo solo Suelo solo
| Solo Fusarium Solo l'usarium
@ugmida fungicida
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El fungicida consistié en Benomilo a dosis comercial. Trichodex también fue a dosis

comercial.

La forma de aplicar los tratamientos fue aplicar una suspension de macroconidias del

" - s 6
patogeno, en una dosis de | ml por celdas a una concentracion de 10 °. A las 48 horas se
sembraron las semillas de tomate aplicandose en forma localizada un ml de cada uno de los

tratamientos de Tr, Tx, el fungicida y las mezclas de estos.

Las bandejas se ubicaron en el invernadero de maternidad en el Campus Norte de la
UTAL. A temperatura y humedad adecuada para su germinacion, una vez que emergieron se
colocaron en una zona de menor temperatura dentro del invernadero y se evaluaron los
parametros ya mencionados. Ademds se realizaron mediciones sobre la poblacion de
Trichoderma 'y lusarium en el suelo, a través del tiempo. Para lo cual se extraian
isemanalmente, por un mes un gramos de suelo por celda. El suelo colectado para cada
repeticion de los tratamientos se diluyo en forma scriada para la cuantificacion de hongos del
suelo (FAO. 1985) 0.1 gr. de suclo en 999 ml de agua destilada estén! y 100 ul del
sobrenadante de la suspension fue sembrada en medio de cultivo agar extracto malta (2%)
acidificado v con 0.15 mg. de amoxicilina. Las placas {ueron incubada por 4 dias a 25°C, para
luego realizar ¢l recuento de colomias de Trichoderma, as cantidades de cada hongo se

expresaron en u.f.c/gr. de suelo.

Los datos obtenidos lueron sometidos a una andlisis de varianza con medias repetidas
en el tiempo. Al resultar este analisis significativo se aphco el test de Tukey para la separacion

" de medtas.

Control de Rhizoctonia solani en almacigos de Bréocoli El ensayo  fue  realizado  en

almacigos de brocol, var. Maratén, establecidos en bandejas speedling con una mezcla de

tierra de hoja, suelo del lugar y arena en una proporcion de 1:2:1, respectivamente. Esta mezcla
de suelo fue autoclavada dos veces a 121°C por 30 minutos. El inéculo de cada hongo fue
adicionado al suelo de cada celdiila de la bandeja a través de un disco de micelio, de 0,5 ¢m de

13
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diametro, el que fue colocado en centro de cada celdilla. Después de tres dias de la inoculacién,

se puso la semilla, sobre este disco y se aplicaron los distintos tratamientos, con micropipeta,
: aplicandose 3 ml de cada tratamiento. [l diseiio estadistico utilizado fue de Bloques
Completos al Azar con arreglo factonal de 3x2x2, con los siguientes factores: (F1) Cepa | de
Trichoderma harziamon (Queule), Cepa 2 de 7Trichoderma parceanamosum ( Trailes) y

Trichodex; (F2) concentracién de conidias 0, y 10 conidias ml™, y (F3) con y sin fungicida. El

diseiio del ensayo tiene la estructura explicada en el cuadro 3.3.

Cuadro 3.1.4 Tratamientos con Trichoderma en ensayos en almacigos de Brocoli.

Trichoderma Trichoderma

Cepa | Cepa 2 Trichodex

FIo!

F2 0 10° 0 10’ 0 10°

F3 | s e/f s/T c/l s/ c/f s/T c/f s/f c/f S/T Cc/r

| 11 T2 T3 | T4 | TS5 T6 | T7 | T8 | T9 | TI0 | T11 | T12

Se utthzaron cmco repeticiones (una bandeja speedling por repeticion) y 10
celdas/semillas como unidad experimental. Los ensayos fueron conducidos en los invernaderos
de wmvestigacién de la Facultad de Ciencias Agraria ubicados en el Campus Lircay de la

Universidad de Talca.

3.1.5 Ensayes en cultivos experimentales.

Control de Botrytis cinerea en lechuga var. Esmeralda en sistema hidropénico, de bandeja

flotante. Este ensayo se evaluo el efecto de la Cepa Sherwood (7richoderma virens), en el
control de Botrylis cinerea sobre lechuga. Var Esmeralda. Las lechugas fueron obtenidas de un
élmécigo realizado, en sistema hidroponico de bandeja flotante con sustrato, siendo este
compuesto por turba, en bandejas speedling, las que {lotaban sobre piscinas de agua con la

solucion nutritiva Wyfe.

Las plantas se transplantaron, sanas y homogéneas, con dos hojas verdaderas, a piscinas

de 1,2 por 1,5 m, con una profundidad de 10 cm. Las que también contienen la solucién
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W £,
nutritiva Wyre. Estas piscinas se ubicaron en los invermnaderos del Centro Experimental

Panguilemo de la Universidad de Talca. Sus condiciones ambientales fueron de 20 a 22° C de

temperatura y humedad ambiental de 50 a 60%.

Después de transplante se dejaron las plantas solo en agua, por tres dias antes de agregar
la solucion nutritiva, esperandose tres dias mas para la estabilizacion del matenal vegetal y
reemplazo de las plantas que presentaron un menor vigor, quedando el plantel homogéneo,

después de lo cual se aplicaron los tratamientos siguientes.

T1. Testigo con la aplicacion de agna.

T2. Trichoderma Cepa Sherwood, en una concentracion de 10° conidias/ml

T3. Trichodex en su dosis comercial.

T4. Benomilo+Captan, en su dosis comercial.

TS, Trichoderma Cepa Sherwood, en una concentracién de 10° conidias/ml en combinacién
con Benomilo+Captan, en su dosis comercial.

T6. Trichodex en su dosis comercial. Mas Benomtlo+Captan, en su dosis comercial.

Los tratamientos se aplicaron en una dosis estandarizadas para lograr un mojamiento
total de la planta. Aplicindose com bomba de espalda Solo®. Una semana después de
realizadas estas aplicaciones, se inocularon las plantas con una suspension de comdias de
Botrytis cinerea, en una concentracion de 10° conidias/ml. Utilizandose la misma dosis que
para los tratamientos.

Al momento de cosecha se midieron los parametros de incidencia, severidad, a través de

4 cateporias de datio, altura y peso de las plantas.

El disefio estadistico a utilizar fue el completamente al azar, con arreglo factorial de
2x2x2, con tres repeticiones por tratamientos, de 1as que se utilizaron las |7 plantas centrales de
cada piscina, las que contaban con 39 plantas cada una. Ademas en un sector aparte se dejo una

piscina s ningln tratamiento, m inoculacion de Bonytis cinerea.
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Control de Fusarium oxysporium en cultivos de tomate var. Presto. En este cultivo se

ufilizo la variedad Presto para invernadero. Las plantulas se obtuvieron del primer cnsayo de
almacigo, pero en este las plantas testigos no presentaron sintomas de enfermedad, por lo que
no se pudieron realizar evaluaciones respecto a los objetivos planteados.

El objelivo de este ensayo es determinar la efectividad de las dos cepas de 7r para
controlar las enfermedades fungosas del tomate. Midiendo enfermedades presentes, severidad,
incidencia, rendimiento y calidad de ta produccion final.

El ensayo se esta realizando en el terreno de un agncultor del sector de Colin
Estas plantas se plantaron en hilera a 30 ¢ sobre la platabanda y | metro entre hileras.

Cuadro 3.1.5 Tratamientos con Trichoderma en ensayos de Tomate al aire libre

7r. Queule 10° Tx dosis comercial |
7. Soto 10° Benomilo |
Testigo ) f

Estos tratamientos repetidos para las plantas obtenidas del bloque de suelo esterilizado y
no esterilizado.
Los tratamientos se aplicaron con bomba de espalda Solo® de 20 It. Estos fueron

dirigidos al follaje como al suelo en 1a base del cuello.

Control de Fusarium solani en cultivos experimentales de tomate var. Agora. Este ensayo

se realiza en el Campus Lircay de la Universidad de Talca. Las plantas de tomate var. Agora,
obtenidas de almacigos en bandejas speedling, con sustrato estéril. Se transplantaron a bolsas
con una mezcla de suclo que contenia tierra de hoja, perlita y suelo del lugar, la que fue
autoclavada y posteriormente inoculada con lusarium solani, en una dosis de 106 conidias por
ml, a través de una suspehsién acuosa en una dosis de 10 m! por bolsa, aplicados al hoyo de
plantacion, esto tres dias antes del transplante. Durante el cual se aplicaron los tratamientos que
se detallan a continuacion:

T1. Testigo con la aplicacion de agua.

T2. T'richoderma harzianum Cepa Queule | en una concentracion de 10” conidias/ml

T3. Trichodex en su dosis comercial.
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T4. Benomilo, en su dosis comercial.
T5. Trichoderma harzicenan Cepa Queule, en una concentracion de 10° conidias/ml en
combinacién con Benomilo, en su dosis comercial.
T6. Trichodex en su dosis comercial, en combinacidon con Benomilo, en su dosts comercial.
Este ensayo se maneja en un disefio completamente al azar, con 4 repeticiones, cada una

de las cuales cuenta con 10 plantas.

Control de Vemturiy inaequalis en manzanos var. Fuji.
| Se utilizaron arboles de manzano, cv. Fuji, de 2 afios de edad, conducidos en gje
?centraL cultivados bajo un sistema de produccion organica. El huerto se encuentra ubicado en
hos Maitenes, a 10 Kim. al este de San Clemente.
!Los tratamientos a evaluar corresponden a:
| TI Pulverizacién con conidias de la Cepa Queule de Trichoderma harzianum, a una
| concentracion de 10” conidias m!™

T2 Pulverizacion con Thiolux, en su dosis comercial

T3 Pulverizacién de Thiolux alternado con pulverizaciones con conidias de la Cepa

Y - . ., 3 S -
Queule de Trichoderma harzianum, a una concentracion de 10° conidias mi™

Las pulverizaciones [ueron dirigidas a las hojarascas del suelo, iniciindose segin
monitoreo de presencia de ascosporas liberadas y condiciones ambientales favorables a la
infeccion. La aplicacion se repitié a los 7 dias, para después continuar segim condiciones
ambientales, lluvias v neblinas fuertes.

Lsparragos

| Este ensayo se realizo sobre esparragos de 2 afios de edad, los cuales presentaban
ataques severo de [Jusarium sp.  Se reahzaron aphcacion de Trichoderma harzianum Cepa
Queule, a través de myeccion a las raices, en una dosis de 10° conidias/m! con un volumen tal
que lograra un mojamiento total del sistema radical. Lo que se repitio a los 15 dias, Se

evaluaron 10 plantas tratadas v no tratadas. Evaluando sintomatologia y rendimiento.

el



Proyecto I'l1A C98-1-A-072
Informe Final, Agosto 2001

3.1.6 Produccién en masa y almacenamiento.

Producciéon_en _masa. in este aspecto se evaltio la productividad y efectividad de diversos

medios de cultivo, para lograr una alta produccion de 7r. Proyectandose asi a una reproduccion
semi industrial de este hongo.
Se probaron diversas semillas y formas de ecstas, recipientes donde realizar la

produccion y protocolos de higiene, para evitar contaminaciones.

Tt. Semillas de trigo.

T2. Semillas de avena.

T3, Semillas de maiz.

T4. Maiz chancado.

TS. Afrecho.

T6. Viruta,

T7. Aserrin.

’T8_ Mezcla de las semillas enteras (Trigo, avena y Maiz)

Esto en tres bloques, los que fueron dados por el tratamiento dados a los substratos, previo a la
esterilizacion e moculacion con las cepas de 7r. Estos fueron:

P1. Ningtin tratamiento.

.P2. Coccidn por una hora.

P3. Pregerminacion. En este se colocaron los substratos en camaras humedas. Luego de esto

itodos los substratos se autoclavaron dos veces, a 121° C. Por 15 minutos.

Se aplicaron 100 gramos de cada sustrato, luego de los cual se inoculo con cubos de
micelio de 7r. Provemente de cultivos puros en Agar malta. Estos tratamientos se colocaron
en la sala de incubacidén del Laboratono de Fitopatologia de la Universidad de Talca a una
temperatura que fluctuaba entre los 20 y 25° C. Con un régimen de luz natural. Un mes después
se realizaron conteos de conidias de cada uno de los substratos. Para lo cual se tomaron 5 gr.
De cada tratamiento, el que agregaba a una solucion de triton al 0,5%, y puesto a agitacidon a

400 r.p.m. por una hora. Luego de lo cual se extraia un ml de esta solucion, el que se diluia 100
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veces y se realizaba ¢l contco en una camara Neubauer. Esto bajo un analisis de bloques al

azar. Con 4 repeticiones por {ratamiento.

Ensayos de almacenaje. En estos ensayos se evaluaron los siguientes tratamientos. Se

evaluaron dos tipos de almacenaje, el primero en medio hquido y el segundo en medios sélidos.
Se utilizaron como medida de evaluacion, la relacion de conidias iniciales respecto a las
‘conidias finales, con capacidad de formar colonias. Para lo que se realizaba la sigimente
'metodologia. De cada uno de las muestras se tomo, un ml o un gr., segun correspondiera, el que
‘era diluido en 100 m] de agua estéril, 1a que después de agitarse, se realizaba un conteo de
;conidias, con camara Neubauer, para después sembrar un ml de la suspension, en agar malta,
‘acidificado con éacido lactico. Una vez se iniciara el crecimiento de las colonias, se obtenia la

relacion, entre la cantidad de conidias y las u.f.c.
Los tratamientos en medios liquidos fueron los siguientes,

-. Agua esténl
-. Agua sin esterilizar
-. Agua estéril + Ac. Lictico
-. Agua sin estenilizar + Ac. Lactico

[stos tratamientos se mantuvieron en cuatro condiciones. A temperatura ambiente, con
.y sin luz. Y en refnigerador a 4° C, con y sm luz. El control de 1a luz, se realizo, envolviendo en
papel aluminio los frascos. Se realizaron 3 repeticiones de cada tratamientos, cada uno
‘contando con 5 frascos.
|

Las mediciones se realizaron cada diez dias, hasia el momento, en que la viabilidad
fuera inferior al 30%, de la cantidad de comidias iniciales. La concentracidn inicial de conidias
era de 10° conidias/ml.

En medio solido se realizaron ensayos en los siguientes sustratos.
-. Talco.
-. Tierra de diatomeas.

-. Perlita.
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Para esto se elaboro una solucién de conidias de 7F. extraidas de un cultivo puro en una
concentracion de 10" conidias/ml, de la que se extrajeron muestras de 10 ml, las que se
pusieron en envases de vidrio autoclavados, luego agregandose 20 gr. cada uno de los
materiales, hasta obtener una consistencia solida, luego de lo cual se colocaron en horno de
secado por 24, 48 y 72 hrs. Para luego ser almacenados a temperatura ambiente, en oscuridad .
Luego de los cual se extrajo un gr. de cada una de las muestras, la que se diluyo en 100 ml de
agua estéril, del cual se extrajo un ml, el que fue sembrado en placas Petri, con agar malta,
acidificado con acido lactico. Para luego realizar un conteo de la cantidad de conidias
presentes. Este mismo conteo se realizo cada 15 dias. Las placas se guardaron en oscuridad y a
temperatura ambiente. Se realizaron 4 repeticiones por tratamiento, con 3 placas por

repeticion.

Todos los ensayos se analizaron con el programa Statistica for Windows Release 4.5, los
ensayos que utilizaron arreglo factorial fueron analizados como tal, pero la expresion de los datos

se realizo en base a los tratamientos realizado para facilitar su comprension.

3.2 UNIDAD DE VIRUS GRANULOSO
3.2.1 Colecta de virus granuloso

Se procedio a colectar larvas y pupas muertas en huertos de manzano abandonadas en la

séptima region. Los sectores muesireados fueron Lircay, Pangulemo, Alto Las Cruces,

. Longavi sector Las Mercedes, Cauquenes , Gultro y Linares. En cada una de estas localidades
se colectaron las muestras en recipientes de plastico negro y se almacenaron a 6° C, con el fin
| de evitar la perdida de material viral tanto por la accion del calor o de los rayos ultravioleta.

Una vez recolectadas las muestras se procedio a llevarlas al laboratorio para su andlisis.

Entre el 20 de Noviembre y el 20 de Mayo de cada aio se hicieron wiajes entre las

zonas antes mencionadas, abarcando un importante numero de huertos de manzano. En estos
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huertos se colocaron trampas de papel corrugado, colectandose las trampas semanalimente con
el fin de obtener larvas y pupas de Cydia pomonella para la erianza. Ademas en cada huerto se
colecto un importante namero de larvas muertas, con ¢l fin de encontrara nuevas cepas de virus

Granuloso.

3.2.2 Aislacion e identificacion del virus.

LLas muestras fueron maceradas por 3 dias en agua destilada a temperatura ambiente,
evitando el contacto con la luz. Esto asegura una adecuada descomposicion de los tejidos v
posterior liberacion de los cuerpos de inclusion en la solucién. Una vez transcurrido los 3 dias
se suspendid el macerado en Tween 20 al 0,1%, para centrifugar las muestras a 1500 r.p.m.
durante 2 mmutos. Al cabo de ese tiempo se descarto el pellet, trasvasando el sobrenadante a
otro tubo, el cual se centrifugo a 10.000 r.p.m. durante 30 minutos. Se descarto ¢l sobrenadante

y se resuspendid el pellet en unas gotas de agua destilada.

Jara la identificacion de las muestras se¢ realizaron frotis de las suspenciones
centrifugadas sobre un portaobjeto limpio. Luego se trato el frotis son HCY al 0,1 % durante 5
minutos, al cabo del cual se trataron con upa solucion de Giemsa diluido ducante 10 minutos.
Posteriormentc se lavaron con agua corriente durante 5 2 10 segundos. Fue posible observar
bajo microscopio los cuerpos de inclusion de color azul. Las gotas de grasa rojas y otras sales

|nos se tifien . Esto es importante, ya que los uratos por ejemplo, son faciimente confundibles

' con cuerpos de mclusion viral.

Se identificaron los cuerpos de inclusion comparando con las fotos de bibliografia y
(descripciones que se detallan en las publicaciones de Lecuona(1996), Payne (1981), y

% Maramorosch & Sherman (1985).

Ademas de la identificacion de los cuerpos {isicos se realizaron infestaciones de larvas
. . ., P 7 N
sanas con las soluciones de los cuerpos de inclusion usando una concentracion de 3 x 107 cv/ul.

| Observando la formacion de los cuerpos de inclusion en los hospederos sanos posterior a la

"muerte de estos v corroboracion de los sintomas.
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3.2.3 Produccién de anticuerpos policlonales para la identificacién de VG.

A un conejo se le hicieron inyecciones intramusculares una vez por semana durante 3
semanas de 3 x 10’Cl/ul de VG Cepa LI. Una vez transcurrido la quinta semana se procedio a
extraer sangre de la arteria principal de la orgja del animal segin la metodologia descrita por
Ball y col. para la extraccion de anticuerpos. Una vez extraido el suero de la sangre esla se
llevo a una solucion de azida de sodio al 0.025% previa centrifugacion y filtrado a través de un
filro para bacterias de 0.2 pun. Posterior a csto s¢ almaceno en tubos de plastico con igual

cantidad de ghicerol y se procediod a congelar las.

Luego se agrego por cada ml de antisuero Iml de agua destilada, 1,3 ml de sulfato de

amonito saturado. Se dejo mezclando por 30 min. y se refrigero toda la noche.

Se centrifugo a 8000 f‘é durante 10 min., y se descarto el sobrenadante. El pellet fue
resuspendido lentamente en Iml de PBS. Se agrego ademas Iml de agua y 1,02 ml de sulfato
de amonio saturado por cada ml del pellet resuspendido. Mezclamos y volvimos a centrifugar
por 10 mm. a 8000 g. El anticuerpo policlonal proveniente del conejo (Gra-antiCpGV) diluido
en PBS, se agrego a las placas de poliestireno, usando un volumen de 50uil. Esta se incubo toda

la noche a 4°C.

Lavando 4 veces con PBS-Tween, se procedio a elimmar el residuo de la solucion de
antigeno. Finalmente sc enjuago con agua destilada y se dejo secar a temperatura ambiente.

Estas placas sensibilizadas con Gra-antiCpGV se podian almacenar a 4°C hasta ser utilizadas.

Las muestras de larvas con sintomas de virosis eran maceradas permitiendo su
descomposicion sigutendo la metlodologia descrita para la awslacion de cuerpos de inclusion,

explicada anteriormente.
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De la solucién de larvas maceradas obtenidas se diluian | ¢n 1000 veces con PBS-

Tween, agregando a cada celda 50u) y se dejaba a temperatura de habitacion por 2 horas.

Nuevamente se lavaba cuatro veces con PBS-Tween, -para posteriormente al secado
agregar 50ul del conjugado anti-rabbit lgG-paranitrofemifosfatasa diluido | cn 200 veces en
PBS-Tween, por 30 min. a temperatura de habitacion. Luego lavamos cuatro veces con PBS-
Tween y agregamos la solucion sustrato dejando 30 min. para que se produjera la reaccion.
Para detener la reaccion se usaron 50ul de H,SO4 2M. Después se procedio a leer en un lector

de placas Metrolab 980, a 450 nm.
3.2.4 Crianza de Cydia pomonella sobre dietas artificiales.

Para la crianza de larvas se utilizo dictas artificiales (Southland Products Inc.) dentro de
recipicntes plasticos de 4.5 em de diametro y 7 cm de alto con tapa perforada y cubierta con
malla fina para ventilacion. Estas se dejaban reposar a temperatura ambiente por lo menos 24
horas antes de introducir las larvas neonatas. Tomando con cuidado las larvas desde ¢l hilo de
seda se colocaban 2 larvas por recipiente, realizando pequenos onficios en la dicta alrededor de
la larva con ¢l objetivo de facilitar la exploracion de la larva. Para evitar conlaminaciones
bacterianas en las dietas de crianza, una suspension de 500 mg de cloranfenicol fue agregada a

la dieta original. Este antibidtico de amplio espectro controla bacterias gram (+) v gram (-).

Las larvas eran critadas durante todos los estadios en los recipientes hasta su pupacion.
Posterior a esto se refiraban las pupas individualmente y se separaban segtin sexo contando los
segmentos abdommales . Una vez que los adultos emergian eran llevados a camaras de
ovipostura mantenidos a 25°C + 1 y a 60 % de HR. En cada camara de ovipostura se

colocaban un maximo de 25 parejas.

Diariamente los papeles con huevos eran retirados ¢ incubados los huevos en la camara

de crianza, hasta eclosion, posteriormente se transportaban a los recipientes con dietas.
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3.2.5 Produccion de CpGV-L1

Una parte de la crianza de C. pomonella ‘se separd del resto, cuando las larvas
alcanzaban el cuarto estadio larval, cridandose separadamente hasta que éstas mudaban al quinto
estadio. Una vez ocurrido este proceso, las larvas fueron transferidas a una dieta artificial
inoculada con 1,07 x 107 cuerpos de inclusion (Cl)/ul de CpGV-L1 ul! . Sobre un papel de
aluminio se depositd una capa de 5 mm de espesor de la dieta. Una vez solidificada ésta, el
papel con la dieta fue enrollad: y cortada en secciones de 2 cm. A cada uno de estos rollitos fue
asperjada la suspension viral, y posteriormente fueron puestos dentro de frascos de vidrio y se
le adicionaron las larvas. Los frascos fueron incubados en una cdmara oscura, para evitar
perdidas por la accién de la luz. De este modo se podia facilmente encontrar las larvas muertas

por el virus al desenrollar el papel aluminio ¢con dieta para su posterior maceracion.

Los CIl fueron contabilizados y almacenados en agua destilada estéril a una

concentracion de 1,07 x 10" C1 ul'l a 6°C en oscunidad.

3.2.6 Ensayos de laboratorio

Determinacion de concentracién letal 50 (LCs) de CpGV-L1 ev ‘'vdia pomonella (L.).

Para este propdsito, 100 pl ¢ dieta . itificial fue inocul: - con 15 p. ..¢ una suspension de
CpGV-L1 a distintas conce: acion -. Lue; -, diez la  : neonatas tueron colocadas con
cuidado en cada celda con la .ileta * | virus (placas pa:  cLISA, SOCOREX) a las distinias
concentraciones. Diartame .ic, sc¢  obscrvaron las vas bajo lu registrando  su
comportamiento y sintomas aparentes. na vez que tc. s las larvas «  algin tratamicnto

murieron, se detuvo el - asayo. Las concentraciones utiliz - s correspondier: - a:

Tratan:. utos | Concentracién | N° N° Larvas po
viral Rene ciones | repeticién

T1 0 4 10

T2 1,064x10% 4 10

T3 1.064x10° 4 10

T4 11.064x10° 4 10
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Sc utilizd una regresion Logistica para ajustar los datos de individuos muertos a una
curva de respuesta. La regresion logistica se utiliza para estudiar ¢l efecto de miltiples variables
explicatorias sobre una variable respuesta categorica, 'ya sea dicotomica o con mas de dos
categorias en escala ordinal. En estos casos no se puede aplicar el modelo de regresion lineal
multiple por no cumplirse el supuesto de continuidad y de distribucién normal de la vanable
dependiente (Dobson, 1983; Taucher, 1999). Finalmente, se determiné la LCsq con los resultados
obtenidos al dia quinto después de la inoculacion con el virus, basados en lo antertormente

realizado por Payne (1981) siendo el momento con mejor ajuste de los datos al modelo.

La suspension viral utilizada en este ensayo, fue producida el 4 de Marzo de 2000, dias

. . ., . ., L. - 5. 1
previo a la realizacion del experimento y su concentracion inicial fue de 1,064 x 10° civ ml™.
Anterionmente, se habia rcalizado un ensayo similar, pero con una suspension viral de dos atos

dec almacenamiento en refrigerador convencional.

Control de Cydia pomonella con CpGV aislado L1. Se llevo a cabo un ensayo en el cual se

compard la efectividad de CpGV-L1 con Phosmet (Imidan); Bacillus thuringiensis var. kurstaki

(Dipel 2X) sobre la mottalidad de larvas neonatas de Cydia pomonella..

Para este propodsito, 100 ul de dieta artificial fue inoculada con 15 pl de una suspension
de cada tratamiento. Luego, diez larvas neonatas fueron colocadas con cuidado en cada celda
con la dieta los tratamientos (placas para EL1SA, SOCOREX). Los tratamientos utilizados se
describen en el cuadro 3.2.1

Cuadro 3.2.1 Tratamientos Ensayo de Laboratorio de Comparacién.

Tratamiento Larvas/replicas | Replicas | Dosis

Control (agua) : 10 4 agua

CpGV-LI 10 4 1,064x10° CI/L
Phosmet (Imidan) 10 4 1,20 o/

B. thuringiensis var. kurstaki| 10 4 0,75 ¢/L

(Dipel 2X)

En el caso de CpGV-L1 se ocupd la LCyp obtenida en el ensayo anterior de 1,064 x 10°

Cl/L (ensayo LCsy Informe N°4). La suspension viral utilizada en este ensayo, [ue producida el
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4 de Marzo de 2000, dias previo a la realizacidon del experimento y su concentracion inicial fue
de 1,064 x 10° Cl/ ml (=1,064 x 10’ CI/L). Para Phosmet sc¢ utilizo una dosis de 1,2 @/,
mientras que para B. thuringiensis var. kurstaki se aplicé una dosis de 0,75 g/L. El tratamiento

control fue agua estéril.

Se utilizaron larvas de primer estadio recién eclosadas, las cuales cran colocadas con
cuidado sobre las celdas con las concentraciones antes descritas y tapadas con un portaobjeto para
evitar que hicieran abandono de estas. Para cada tratamiento se ocuparon placas ELISA distintas,
para evitar contaminacion entre tratamientos. 24 horas despué¢s todas las larvas vivas cran

consideradas para el ensayo, asegurandose de que al inenos quedaran 10 larvas por replica.

Diariamente, se observaron las larvas bajo lupa, registrando su comportamiento y
sintomas aparentes. Se midid mortalidad y los dias transcurnidos desde la aplicacion hasta que se
obtuvo una mortalidad del 90% de los individuos en-todos los tratamientos, exceptuando el

control.

El ensayo se llevdé a cabo en un disciio completamente al azar (DCA). Los datos se
analizaron mediante un Andlisis de Varianza para medidas repetidas en el tiempo, usando el
programa computacional Statistica for Windows Release 4.5, en el que se evalud el producto
empleado sobre la mortalidad de las larvas en ¢l tiempo. Los datos de mortalidad fueron
transformados a valores angulares para cumplir los supuestos de normalidad y homogeneidad de
varianzas. Finalmente las medias de los distintos tratamientos en el tiempo fueron separados con el

test de Tukey (p< 0.05).

3.2.7 Ensayos de campo

Determinacion de la actividad de una Cepa nativa de Virus Granuloso (CpGV-L1), sobre

Cydia pomonella (L) Se utilizd un pafio experimental de 375 m" mas otros 375 m - de borde.

Los arboles pertenecen a un huerto de manzano variedad Braecburn de 4 ailos, localizado en la
Estacion Experimental Panguilemo de la Universidad de Talca. El 4 de Octubre de 1999 se

inicid el monitoreo de . pomonella con la instalacién de tres trampas de feromonas
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(Pherocon® Trécé Incorporated) en tres puntos del huerto. Estas fueron instalados a un metro
de Ia copa dcl arbol y orientadas hacia el Sur-Oeste. Cada dos dias, se registrd el nimero de
machos capturados. Estas trampas fueron reemplazadas dos veces, a las diez y a las seis
semanas de instaladas cada vez (10 de Diciembre de 1999 y 24 de Enero de 2000). Ademas se
llevd un registro diario de las temperaturas maximas y minimas a través de la LEstacion

Meteoroldgica de la Estacion Experimental Panguilemo.

La primera pulverizacion fue realizada 100 grados dias después del primer vuelo
sostenido. Después de ésta se realizd una segunda, a los sicte dias después solo para los
tratamientos con productos bioldgicos, vale decir CpGV-L1 y B. thuringicnsis. Para la segunda
generacion de polilla, se hicieron tres pulverizaciones: a los 80 grados-dias después de la dltima
captura maxima de machos, y posteriormente a los siete y 14 dias después de ésta. La tercera
generacion recibid una pulverizacion a los 70 grados-dias después de la méaxima captura de
machos y a los siete dias después. La repeticion de las pulverizaciones, se lnzo solo para los
productos biocontroladores. En el caso del insecticida azinphosmetil, se realizaron tres
aplicaciones que correspondieron a 100, 80 y 70 grados-dias después del nlumero maximo de
captura de machos en las trampas.

Cuadro 3.2.2 Tratamientos utilizados para la determinacién de la actividad de una Cepa
nativa de Virus Granuloso (VG), CpGV-UTALCA, sobre Cydia pomonella en manzanos
cv. Braeburn ubicados en la Estacion Experimental Panguilemo.

Producto Concentracion | Agua usada | Adjuvantes Repeticiones
CpGV- 1.07 x 10 l10L Azicar (2.5% |4
UTALCA Cl/L wiv)tleche descremada
(0.5% wiv)
Bacillus 6 g/L de agua 10L Nmguno 4
thuringiensis .
var. kurstaki
! (Formulado en |
' polvo) 1.5 g/l de agua 4
|
| Azinfos-Metil [ 120 g/100L 2L 4
| (Gusatién)
Control |10 L de agua 10L 4

Todas las aplicaciones se hicieron con una bomba manual SOLO hasta punto de goteo.
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La cosecha y la evaluacion de frutos sanos dafiados por la polilla, fueron realizados el

29 de Febrero de 2000. Las evaluaciones realizadas correépondieron a:

A) Frutos dafiados por la polilla de la manzana. Para su determinacion, se evaluaron todos
los frutos cosechados de cuatro arboles por cada repeticion y se determiné el porcentaje
de frutos con daiio de polilla en relacion al total de frutos cosechados. Posteriormente,
los valores porcentuales fueron transformados a valores angulares mediante la funcion

2 para cumplir con el postulado de normalidad del Analisis de Varianza.

arcosen(x)
Finalmente, se compararon los tratamientos a través del test de separacion de medias de
Tukey, con un nivel de significancia del 5%.

B) Profundidad de datio. Para determunar la profundidad del dafio reabzado por (.

pomonella sobre los frutos, se tomd una muestra de 30 frutos al azar de los frutos totales
cosechados por tratamiento. Los frutos fueron disectados en forma individual y se

separaron en las siguientes categorias:

Daifio profundo: aquellos frutos que presentaban una galeria evidente con la
presencia o no de larvas. Los frutos de esta categoria no son posibles de ser comercializados
como frutos frescos.

Daiio superficial: aquellos frutos que presentaban dafio a nivel de la epidermis
del fruto, u orificios que no se constituyeron como galerias evidentes, sin la presencia de larvas

de ningin estadio. Los frutos de esta categoria son comercializados como frutos frescos.

En ambos casos, se determind el porcentaje de frutos en cada categoria y se
transformados a wvalores angulares mediante la funcion axcosen(x)“z, para cumplir con el
postulado de normalidad del Analisis de Varianza. Finalmente, s¢ compararon los tratamientos

a través del test de séparacién de medias de Tukey, con un nivel de significancia del 5%.

Unidades de Validacién (UVAL). Se utilizaron 9 hileras de 60 arboles de un pafio de 3 ha de
manzano en transicion a organico, variedad Fujt en la localidad de Maitenes con el Sr. Carlos

Holmgren . Ademas 864 arboles Vanedades Fuj y Royal Gala en San Fernando con el Sr.
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5 90 gd | No 7 dias después 14 dias | 8
vuelo después
sostenido

| 6 90 gd 1] Si 7 dias después 14 dias | 8
vuelo después
sostenido

N 9 ggd I |Si 7 dias después 14 dias | 8
vuelo después
sostenido

Cada fratamiento tenia un total de 8 repeticiones de cada unidad experimental. Cada

umdad consistidé de un grupo de 5 arboles en donde se evaluaron los tres arboles centrales.

El primer vuelo sostenido se produjo el 30 de noviembre del 2000, haciendo la primera

aphcacton a los 90 grados dias correspondiendo al dia 9 de diciembre.

Para la segunda generacion el primer vuelo sostenido fue el dia 19 de enero del 2001,

haciendo la primera aplicacion a los 90 grados dias el dia 26 de Enero del 2001.

La tercera generacién tuvo su primer vuelo sostenido el 18 de febrero del 2001, y la
primera aplicaciéon correspondi6 al dia 26 de febrero del 2001 (90 grados dias desde vuelo

sostenido).

En el huerto de San Fernando se trabaj6 con una unidad experimental de 9 arboles en el
cual el arbol central seria el evaluado. Solamente se realizé wma evaluacion después de la

primera generacion de polilla en este huerto, debido a problemas con el agricultor.

Se realizaron evaluaciones después de cada generacién de C. pomonella, que consistian
en la determinacion de los porcentajes de frutos dafados, de un total de 150 frutos por cada
unidad experimental, en Maitenes y 50 en la UVAL de San Fernando. Al final de la temporada
se evaluaron el porbentaje de frutos dafiados, del total de frutos cosechados de las unidades
expenimentales. Del total de frutos dafiados se tomd una muestra representativa de cada

tratamiento y se determind el porcentaje de frutos con heridas superficiales y profundas.
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Ademas se instalaron trampas de carton corrugado (una trampa por arbol), las cuales se

retiraron al final de 1a cosecha y midiendo el ntumero de larvas vivas y muertas por trampas.

Epsavo Alternancia de CpGV-L1 con insecticidas tradicionales. Este ensayo tenia como

objetivo evaluar la posibilidad de usar CpGV-L1 en combinacidon con un programa de control
de C. pomonella tradicional, en la Estacion Experimental Panguilemo, sobre manzanos de la

variedad Royal Gala de 5 afios.

El pafio experimental fue de 500 m?, consistente en dos bloques de tres hilera de 50 m

de largo. El dafio historico del huerto no superaba el 2% de dafio con control convencional.

Para esto se eligieron tres hileras de arboles, y en la hilera central se distribuyeron los
tratamientos al azar. Cada repeticion consistia de cinco arboles y se evaluaran los tres arboles
centrales, quedando asi dos arboles de borde entre cada tratamiento. Cada tratamiento tenia un
numero de cuatro repeticiones. Las evaluaciones se realizaron después de cada generacion en
los frutos todavia en los arboles. Se realizé una evaluacion de 50 frutos por arbol ( 150 frutos

por repeticion), para determinar el porcentaje de frutos dafiados para cada tratamiento.

Después de la cosecha se evaluaron todos los frutos cosechados y los frutos caidos.
Ademas se instalaron trampas de cartdén corrugado (una trampa por arbol), las cuales fueron
retirados al final de la cosecha, midiendo el nimero de larvas vivas y muertas por trampa.

Cuadro 3.2.4 Tratamientos Ensayo Alternancia de CpGV-L1 con insecticidas

tradicionales

Tratamientos 1™Aplicacion  [2™Aplicacion  [3™Aplicacién | 4”Aplicacién

Convencional Supracid Gusathion Lorsban Imidan

CpGYV al final Supracid Gusathion Lorsban CpGV

2 CpGYV |Supracid CpGV Lorsban CpGV

alternados '

2 CpGYV al final |Supracid Gusathion Lorsban CpGV
(repitiendo 2 los
10 dias)
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Las concentraciones usadas para el CpGV-L1 fueron de | x 10'°CUL, con un
mojamiento de 1000 L /ha. En El caso de Gusathion, Supracid, Lorsban ¢ Imidan se utilizaron

las dosis recomendadas por el fabricante( ver cuadro 3.2.5).

Cuadro 3.2.5 Dosis de productos utilizados en los programas.

Producto 1 Dosis
Supracid 40 WP | 100 g/100 L agua
Gusathion M 35 WP | 120 £/100 L agua
Lorsban 50WP 120 g/100 L agua
Imidan 50 WP 120 ¢/100 L. agua
CpGv-L1 1 x 10"°Cl/ 100L agua

Programa estandar o convencional era el programa de tratamiento habitual de un

agncultor.

Se suponc un programa clasico con 4 tratamientos: Noviembre, Diciembre, Enero,

Febrero.

La fecha de tratamiento exacta para la primera aplicaciéon segin las capturas v de la
dinamica poblacional de la polilla, fue el 29 de octubre. Las demas fechas de aplicacion
consideraron los periodos residuales de los insecticidas.

3.2.8 Ensayos de Almacenaje

Almacenamiento del CpGV-L1 en suspension liquida. En este ensayo se evaluo el efecto de la

temperatura y el iempo de almacenamiento sobre la actividad viral de una suspension liquida de
CpGV-L1 usada en el control de Cydia pomonella. Las suspensiones liquidas fueron almacenadas
a24° C, en una camara de crecimiento Percival Scientific BC-40 y a 6° C en refngerador, durante

distintos periodos de tiempo (Cuadro 3.2.6).

Las suspensiones wvirales, a distintas concentraciones, fueron formuladas

independientemente, utilizando la metodologia descrita anteriormente para la produccién de
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. . ., -y 10
virus, a partir de una suspension madre almacenada con una concentracion de 1,07 x 107 civ

ml™'. Para almacenar las suspensiones se usaron tubos de 110 ml de material plastico con tapa

atornillada que contuvieron de 50 - 100 ml de CpGV - L1 formulado como suspension liquida.

Los tubos de todos los tratamientos fueron cubiertos con papel de aluminio para ser mantenidos

en completa oscuridad .

Cuadro 3.2.6 Periodos de tiempo, concentracion y temperatura de almacenaje de
suspensiones liquidas de CpGV-L1.

Dias Tjtplo Vo}u1ne11 Temperatura N° larvas
(civiml) (ml) O |

730 1.07 *10° 50 6 160
730 | 1.07*10° 50 25 160
T 365 8,4 * 10° 50 6 ’ 160
| 365 | 84*10° 50 25 160
’ 183 | 14*10° 100 6 160
s | ovame | 100 | 2 160
92 4,8 ¥10° 50 6 160
P92 4,8 ¥10° 50 25 160
0 1,064 *10° 50 | - | 160
0 1,064 *10° 50 - 160

Con el objetivo de determinar la pérdida de la actividad viral (AU) del CpGV-L1 formulado

y almacenado como suspensidn liquida, se realizaron una sene de bioensayos, para determinar

las LCso para C. pomonella de las suspensiones virales sometidas a distintos penodos de

almacenamiento y temperatura. Para esto se utilizd 1a metodologia anteriormente descrita para la

determinacion de LCsy usando las mismas concentraciones que para el ensayo a nivel de

laboratorio. Por lo tanto, se utiizaron cuatro concentraciones de CpGV-L1 con 10 larvas

neonatas por repeticion y un total de cuatro repeticiones por cada concentracion .
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Una vez obtenidas las distintas L.Csg se detenminaron los siguientes parametros:

Ticmpo Letal Medio (TLsg): tiempo en que se produce la mortalidad de la mitad de la

poblacién, a una concentracion dada del agente controlador. Para el calculo de este se

" realizo una regresion lineal entre el logaritmo de la AU por el miimero de dias.

Unidad de Actividad (AU): se define como la razén entre una suspension wviral

estandar o patrdén (S) y una a comparar (X). Esta unidad nos mndica la pérdida
proporcional de actividad de una suspension viral y se calcula de la siguiente manera:
LCso S
N § E—
LCsy X
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4. DESCRIPCION DE LAS ACTIVIDADES Y TAREAS EJECUTADAS

Ob} | Actividad Descripcion Fecha Fecha Observaciones
Especif N°e Término | termino
.N° real
Global 8.1.1 Compra de equipo e insumos oct/98 | Abr/99 | En esta fecha arribé la camara de
crianza, ¢l resto de los equipos
llegd en la fecha adecuada, los
INSUMOS $¢ COMPraron gran parte
hasta esta fecha, el resto se hizo
segun necesidades
821 82.1.1 Recoleccion y aislaron de cepas de { Nov/98 | Nov/98
Trichoderma y VG
8212 ldentificacién de las cepas Nov/98 | Nov/98
822 8.2.2.1 | Instalacién de sistema de cultivo de | Dic/98 | Dic/98
Trichoderma
8.2.2.2 | Instalacién de crianza de larvas para | Dic/98 | Febrero | La cnanza pudo ser mas o menos
cultivo de VG 2000 constante desde esta fecha por el
atraso de la camara de crnianza 'y
problemas en el mantenimiento del
ciclo completo de C .pomonella.
8.2.23 Determinacién de mejor método de | Julio/00 | May/0l | Se determinaron en esta fecha, ya
almacenaje de VG y Trichoderma que se incluyeron los sistemas de
produccion de Tr, no
contemplados originalmente. Para
el caso de VG se quiso tener
ttempos de almacenaje mayor por
lo que se repiti6 el ensayo
realizado entre 1999 y 2000 en
Mayo del 2001.
823 8.23.1 | Desarrollo ensayos de Trichoderma | Abril/99 El ensayo N° 4 se fusiono con el
en placas. ensayo de dosis. El retraso fue
Ensayo 1 May/99 dado por los problemas de
Ensayo 2 Jun/9% contaminacion descntos en la
Ensayo 3 Ago/99 | seccidn de problemas enfrentados.
Ensayo 4 May/99
8232 Ensayos VG in vitro Abril/99 | Mar/00 | Debido al retraso en la llegada de
la camara y problemas en la
crianza.
Global 8.1.2 compra matenales e insumos Enero/9 Se realizo segin necesidades
9 durante todo el afio
823 8233 Ensayos en speedling Abr1}/99 Se fusionaron con los ensayos en

almaciguera
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824 8241 Ensayo de Trichoderma en El ensayo en pimentén se realizo
almacigucras en noviembre, por las demoras en
Pimenton Julio/99 | Nov/99 | el ensayo in Vitro, el ensayo en
Tomate Julio/99 | Ocv/99 |tomate no dio  diferencias
Remolacha(lechuga) Julio/99 | Dic/99 | significativas, por o que se
Brécoli Dic/99 | Jul/2000 | trataron varias formas  de
noculacion, en el cultivoe de
remolacha, sc¢ opto por utilizar
lechuga, la que determino las
dosis de inoculacion de Botrytis y
en brécoli, hubieron problemas
con las cepas de patoégeno, ya que
no mostraba patogenicidad.
Instalacién de cultivos Se mstalaron los cultivos en estas
experimentales de fechas en relacion a las actividades
Tomate Agos/99 | Nov/99 | anteriores.  Este  ensayo de
Manzano Junio/99 | Jun/99 | manzano solo incluyo Vg, en
Brocoli Feb/00 | Jul/00 | sept/2000 sc incluyo 7r. En tomate
Esparrago Sep/99 | Sep/00 | este fue el primer ensayo en colin .
El segundo se instalo en dic.
8242 Ensayos de Trichoderma y Vg en Este ensayo de tomate corresponde
cultivos experimentales de al primero, ¢l scgundo en bolsas
Tomate Agos/99 | Dic/99 | concluyo en Mar/2000 , el ensayo
Manzano Agos/99 | Mar/01 | de manzanos correspondiéd  al
Esparrago Sep/99 | May/01 | realizado en los Maitenes, tanto
brocoli (solo Tr) Feb/00 | Nov/00 | para 7r como para Vg, se dio
preferencia a trabajar en el control
de Venturia inaequalis que en
Phythophtora capsici. En
esparrago se dan los detalles en la
seccion de problemas enfrentados,
en brocoli, se retraso por los
problemas sufridos en el almacigo.
825 8251 Charla y dia campo resultados Try | Oct/99 | Agos/98 | Exposicidn sobre objetivos del
VG proyecto en 1V Jornada Cientifica
de Estudiantes de Agronomia,
‘ Talca
Abt/99
Péster en [l Feria Organica en
Stuo.
Sep/99 | Exposicion V Jornada Cientificas
de Estudiantes de Agronomia,
Valdivia.
Nov/00 | Poster resultados del proyecto en
“Encuentro de Produccion
Horticola Mercado y Calidad”
organizado por el FIA, Talca.
Global 8.1.3 Compra materiales e insumos Ene/00 Segun necesidades durante el afio
825 8252 Charlay dia Ene/00 | Jun/00 | Serealizo en esta fecha en funcion
de la informacién obtenida
8253 Scleccion agricultores UVAL Ene/00 | Ene/00 | Se seleccionaron agricultores, para

tomate, manzano y espérragos
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8254 Dia de campo agricultores, SAG, | Abr/00 | Dic /00 | Ensayo de manzano, resultados de
INDAP, GTT, agroindustnias, media temporada
agricultores organicos en brocoli
8.2.5.5 | Instalacion de Unidad de validacion | May/00 | Ago/00 Segun las necesidades de los
(UVAL) cultivos
. 8.2.5.6 -| Diadecampo agricultores, SAG, Dic/00 | Mar/01 Con resultados de ensayos en
INDAP, GTT, agroindustnas, manzano
agricultores organicos en UVAL
Global 8.1.4 Compra mateniales Ene/01 | Ene/Ol
8.2.5.7 | Elaboracién de articulos de difusion | Mar/01 | Jul/O1 Se realizo un boletin de difusidn.
para prensa
8.2.5.8 Evaluacion UVAL Dic/00 | Mar/01
8259 Elaboracién informe resultado de | Agos/O1
todos los ensayos y analisis global
de los mismos.
8.2.5.10 Dia de campo agricultores, SAG, | Agos/Ol | Jun/O1 Dia de Campo “Manejo De
INDAP, GTT, agroindustrias, : Hortalizas Bajo Un Sistema
agricultores orginicos etc. a ensayos Organico” en conjunto con el
en UVAL proyecto F1A Desarrollo De
Tecnologias Para La Agricultura
Organica Para Dos Rubros En La
Séptima Region.
8.2.5.11 Charlas de difusion Mar/01 | Oct/00 X Congreso de Fitopatologia
: “Potencial Biocontrolador de cepas
nativas de Trichoderma”
Nov/00 51 " Congreso Agrondmico
“Control bioloégico de Botryfis
cinerea con cepas nativas de
Trichoderma”
Y “Control de Cydia pomonella
con una Cepa nativa de Cydia
pomonella Granulovirus (CpGV-
L1y
Nov/00 XX Congreso Nacional de
Entomologia “ Control a nivel de
laboratorio de la polilla de la
manzana Cydia pomonella
(Linnaeus) (Tortricidae) con Cydia
pomonella Granulovirus aislado
L1 (CpGV-L1) (Baculoviridae)”
Junio/01 | Presentacion “ Expenencias en el
control de Cydia pomonella con el
Virus Granuloso de Cydia
pomonella(CpGVY)” Reunién
Sociedad Chilena de Entomologia.
Julio/O1 | Presentaciéon de Boletin “Control
de enfermedades y plagas con
microorganismos”
Global 8.1.5 Elaboracidn informe final Jun/O1 | Jun/Ol
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5 RESULTADOS

5.1 UNIDAD DE Trichoderma

5.1.1 Recolecciéon de Cepas de Trichoderma

De la recoleccién de muestras de suelo, se obtuvieron finalinente 7 cepas de

Trichoderma, las que provienen de diversas localidades de la zona central de Chile.

5.1.2 1dentificaciéon de las cepas.

a.) Cepa Sherwood: ecotipo obtemdo del parque forestal dentro del Campus Lircay de la
UTAL, la que fue identificada como 7richoderma vireas, descrito en la hteratura como gran
productor de sustancias fungicidas.

b) Cepa Soto: Obtenida de cultivo de maravilla en la zona de Rengo, siendo identificada como
Trichoderma longibranchiatun.

c¢) Cepa Trailes: Ecotipo procedente de la Reserva Nacional Altos de Vilches, especificamente
en los faldeos del cerro Enladnllado, en un bosque de renovales de roble la que fue identificada
como Trichoderma parceanamosum.

d) Cepa Queule : Esta Cepa se logro aislar de muestras de suelo, procedentes de la reserva
nacional de Tregualemu, en la que existen los dlamos arboles de Queule. Este ecotipo
corresponde a la especie Trichoderma harzianum, siendo esta la misma utilizada en el producto
comercial Tnichodex, pero teniendo la ventaja de ser de origen nacional.

e) Cepa Tubo: Esta Cepa al 1gual que Sherwood también se obtuvo del Campus Lircay, siendo

identificada Trichoderma hamatum.

Ademas se obtuvieron dos cepas aun no identificadas, una extraida d¢ un huerto de
frambuesos en Longavi, denominada con el msmo nombre de la localidad y la otra en un

huerto de manzanos abandonado, en las cercanias de Linares, denominada Coque.
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5.1.3 Ensayos in vitro
Ensayo 1

Fusarium oxysporium

En la cuadro 5.1.1 asi como en la figura 5.1.1, se aprecia que la accion de las distintas
cepas de Trichoderma, en proporcional con la dosis de conidias aplicadas, stendo el aumento de
eficiencia, distinto para cada una de las cepas, asi tenemos, que el mejor control se logro con la
Cepa Queule, con la dosis mayor, pese a que esta Cepa, no realizo control sobre el patdgeno en
las dos dosis menores, a diferencia de Sherwood, Soto y Longavi. Pese a que las no hay efecto
del fungicida sobre la accién de las cepas, cuando se compara el tratamiento con y sin fung;cxda
de la misma Cepa, pero al comparar todos los tratamientos, se aprecia un efecto del fungicida,
el que vana segun las cepas, asi tenemos que Coque, Longavi y Tubo se ven deprimidas,

mientras que Sherwood y Soto se ven favorecidas, en cuanto a Queule, no se aprecia efecto.

Cuadro 5.1.1. Crecimiento de 7r. en cm de didmetro, sobre un cultivo de conidias de F.
oxysporium, a distintas dosis de conidias de Trichoderma, de 7 ccpas nativas.

Tratamientos dosis 0 |dosis 1*10° dosis 1*10° Dosis 1¥107 dosis 1*10°
Coque 0 0b 0,4 be 2 abc 2,73 abe
Coque +ben 0 0b Oc 1,53 bed 2.2 be
Trailes 0 0,23 b 0,15¢ 2 abc 2,05 be
Trailes + ben 0 0ob 0,235 be 2,23 abe 2,05 be
Queule 0 ob 0,3 be 295a 378 a
Quede + ben 0 023b 0,85 be 3.03a 3,33 ab
Longavi 0 0,35b 1,48 ab 1.7 abed 1,98 be
Longavi +ben 0 0,85 ab 1,18 ab 1,83 abed 1,65¢
Tubo 0 02556 2,12 ab 1,93 abe 2.7 ab
Tubo + ben 0 0,535 b 1,1b 2,33 ab 2.3 be
Soto 0 0,48 b b 2,48 ab 260
Soto + ben 0 1,48 a 2,15 ab 2,38 ab 3,03 ab
Sherwood 0 0,95 ab 1,78 ab 2,1 abe 253b
Sherwood + ben 0 1,6 b 1,43 a 2 ab 2,53 ab
Significancia ns.

Las diferencias de letras en las columnas, indican diferencias significativas. Tukey HSD p= 0.95
n.s= diferencias no significativas
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Figura 5.1.1 Crecimiento de 7r. a distintas dosis de conidias, sobre un cultivo in vitro de
microconidias de F. oxysporium.

Botrytis cinerea

En cuadro 5.1.2 asi como en la figura 5.1 2 podemos apreciar que ¢l mejor tratamiento
fuc dado por la dosis mas alta, no habiendo mayores diferencias entre las cepas, salvo el caso
de Trailes + benomilo, Queule y Coque que presentaron los peores resultados, diferenciandose

estadisticamente de Sherwood..
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Cuadro 5.1.2 Crecimiento de 77. en cm de diametro, sobre un cultivo de conidias B.
cinereu, a distintas dosis de conidias de Trichoderma, de 7 cepas nativas.

Tratamientos dosis 0 |dosis 1*10° dosis 1¥10° Dosis 1*¥107 dosis 1*10°
Coque 0 22b 39ab 5 ab 375 b
Coque +ben 0 32254 4125 ab 5,12 ab 6,375 ab
Tratles 0 34a 4,175 ab ‘ 5,55 ab 6,75 ab
Trailes -+ ben 0 2075 b 209 b 455b 5,625 b
Queule 0 2250 3,53b 545b 621 b
Queule + ben 0 338a 435 ab 5,95a 6,78 ab
Longavi 0 225b 3,83 ab 472 b 593 b
Longavi +ben 0 2,98 ab 368b 5,12 ab 6,03 b
Tubo 0 35a 4.3 ab 5,7 ab 635 ab
Tubo + ben 0 348 a 465 a 597 a 6.3 ab
Soto 0 2.85 ab 3,98 ab 5,08 ab 6.38 ab
Soto + ben 0 2.93 ab 4,08 ab 495 ab 6.68 ab
Sherwood 0 328 a 433 ab 593 a 7.13 a
Sherwood + ben 0 2,75 ab 4,05 ab 5.25 ab 7.03 ab
Significancia ns

Las diferencias de letras en las columnas, indican diferencias significativas. Tukey HSD p= 0.95
n.s.= diferencias no significativas
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i
|
|
5 ' e =
4 -
|
\
3 —
J
2t
1 =
0t &

-

dosis 0 dosis 1*10*5 dosis 1*10"6 dosis 1*1047 dosis 1*1078

Figura 5.1.2 Crecimiento de Tr. a distintas dosis de conidias, sobre un cultivo in vitro de
conidias de B.cinerea.
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Phythophtora capsici

En el caso de Phythophtora tenemos que»‘éér obtuvo un buen efecto de las cepas en
todas las dosis, siendo mejor en la de 10*, ademas que no hubo efecto del Metalaxilo sobre la
accion de Trichoderma. Por otra parte hay que destacar que en este patdgeno, es en el que se
vio la mayor rapidez de accion que en los otros, alcanzando el nivel maximo de crecimiento

entre tres y cinco dias antes que en el caso de los otros patdgenos.

Cuadro 5.1.3. Crecimiento de 77. en cm de diimetro, sobre un cultive de conidias de
Phythophitora capsici, a distintas dosis de conidias de Trichoderma, de 7 cepas nativas.

Tratamientos dosis 0 [dosis 1*10° dosis 1*10° dosis 1¥10 dosis 1*¥10°
Queule 0 2,3 ab 435 a 6,18 a 7,02 ab
Queule + ben 0 33a 448 a 5,63 ab 722
Trailes 0 3,18a 398 a 5,2 abc 6,55 ab
Trailes + ben 0 3,15 ab 423 a 5.13 abce 6.6 ab
Coque 0 2,63 ab 3,58 ab 4,55 be 6 be
coque +ben 0 2,75 ab 3_63_216 ‘7.—-_;1,45 be T ()7.0'5“ BC
Longavi 0 2,25 b 3,29 ab 473 be 5.03 be
Longavi +ben 0 2,98 ab 3,68 ab 5,13 abe 6,03 be
Tubo 0 3252 4,132 5.28 ab 6.5 ab
Tubo + ben 0 328 a 448 a 53ab | 6,73 ab
Soto 0 2,85 ab 398 a 5,08 be 6,38 b
Soto + ben 0 2,93 ab 408 a 495 be 638 b
Sherwood 0 2,08 b 2.88b 4,18 be 5,58 ¢
Sherwood + ben 0 225b 3,78 ab 5,03 be 5,88 be
Significancia n.s.

Las diferencias de letras en las columnas, indican diferencias significativas. Tukey HSD p= 0.95
n.s.= diferencias no significativas

Rhizoctonia solani
Respecto a Rhizoctonia solani, tenemos que los mejores tratamientos fueron dados por
las cepas Trailes y Queule, sin benomilo, diferenciandose estadisticamente del resto, también

hay que destacar que en estas dos cepas el fungicida tuvo un efecto detrimental, ademas no se

vio un aumento constante en la eficiencia de control al ir aumentando las dosis.
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Cuadro 5.1.4 Crecimiento de Tr. en ¢cm de diametro, sobre un cultive de conidias de
Rhizoctonia solani, a distintas dosis de conidias de Trichoderma, de 7 cepas nativas.

Tratamientos dosis 0 |dosis 1*10° dosis 1*10° dosis 1*¥107 dosis 1*10°
Coque 0 ' O0c 04d 2 be 2,79 be
coque +ben 0 Oc od 1,52 be 2.2 be
Sherwood 0 0,23 ¢ 0,15d 2 be 2.05 be
Trailes + ben 0 Oc 0,23 d 2.23 be 2.05 be
Sherwood + ben 0 0,05 ¢ 0,18 d 145 ¢ 1.85¢
Queule + ben 0 0,18 ¢ 0,48 d 1.28 ¢ 2,75 be
Longavi 0 0,35¢ 1,48 ¢ 1,7 be 1,98 be
Longavi +ben 0 085b 1,18 cd 1.83 be 1,65 ¢
Tubo 0 0,25 ¢ 2,12 be 193 be 2.7 be
Tubo + ben 0 053 b lc 2,33 be 2,3 be
Soto 0 0.48 ¢ | cd 2.48 be 2,6 be
Soto + ben 0 1,45b 2,21 be 275b 3,15b

— Trailes 0 253a 2,98 ab 408 a 463 a

_ . ~|Oueule 0 29a 3,45a 453 a 5,05a

. Significancia n.s.

Las diferencias de letras en las columnas, indican diferencias significativas. Tukey HSD p= 0.95
n.s.= diferencias no significativas

89 o =
1—0—ooque -&-trailes

-&- sherwood —>¢soto

7 e
i | =% queule ——tubo

-

|longavi

dosis 0 dosis 11045 dosis 1*1076 dosis 1*1017 dosis 11018

Figura 5.1.3 Crecimiento de 7r. a distintas dosis de conidias, sobre un cultivo in vitro de
conidias de Rhizoctonia solani.
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Sclerotinia sclerotorium

En cuanto a Sclerotinia sclerotorium, podemos ver que no hubo mayores diferencias
entre las cepas a las dosis de 107 y 10%, siendo solo posible determinar que 1a cepa Queule logro
junto a Trailes mas el funguicida el mejor efecto.

Cuadro 5.1.5 Crecimiento de 7r. en cm de didmetro, sobre un cultivo de conidias de
Sclerotinia sclerotorium, a distintas dosis de conidias de Triclioderma, de 7 cepas nativas.

Tratamientos dosis 0 |dosis 1*10° dosis 1*10° Dosis 1*10’ dosis 1*10°
Coque 0 Ob 1,85b 2b 2,83 be
Coque +ben 0 1,33 ab 237 ab 342 a 3,63 abc
Tratles [¢] 1,33 ab 2,38 ab 343 a 3.63 abc

> |Trailes + ben 0 1,94 ab 3,58a 42a 5,15 ab

Y |Queule 0 09a 1.65b 2,78 ab 485 ab

Queule + ben 0 0,63 ab 1,35b 32a 3,35 be
Longavi 0 0b Oc 1.85b 2,65¢
Longavi +ben 0 0b 1.33b 2.38 ab 3,43 be
Tubo 0 0,25 b 1,08 be 235 ab 3.05 be
Tubo + ben 0 0,65 ab 1.33 b 2,88 ab 3.93 abe
Soto 0 0,58 ab 1,37 b 2,18 ab 335 be
Soto + ben 0 1,23 ab 2,13 b- 3,17 a 4,1 abc
Sherwood 0 0,33 b 0,88 be 2,28 ab 2,95 be
Sherwood + ben 0 0Ob 1,73 b 2,78 ab 3,7 abe
Significancia

Las diferencias de letras en las columnas, indican diferencias significativas. Tukey HSD p= 0.95
n.s.= diferencias no significativas



Proyecto 'IA C98-1-A4-072
Informe Final, Agosio 2001

8 .
| e T
——coque - queule
7 1 & trailes >-longavi |- - -
l \ -%-tubo ——soto
i | !
6 ' . | —+sherwood 1
Lo e
|
5 -
|
4 !
|
|
1
2 'l -
1 -
!
[
0l S

dosis O dosis 171045 dosis 14103 . dosis 1710°7

Figura 5.1.4 Crecimiento de Tr. a distintas dosis de conidias, sobre un cultivo in vitro de
conidias de Sclerotinia sclerotorium.

Ensavo 11
En este ensayo no se obtuvieron diferencias significativas en ninguno de los patégenos,

ya que cstos no pudieron desarvollarse sobre las conidias de Yrichoderma, no habiendo

diferencias con el testigo.

Ensavo 111

En estos ensayos podemos apreciar que se acentian las tendencias vistas en ¢l ensayo de
dosis, asi tenemos que la Cepa con mejor efecto para el caso de Boirviis, fue 1. virens, que
corresponde a Sherwood, para el caso Sclerotinia tueron las cepas Trailes, Queule, Coque,.
Longavi y Soto. Phythophtora no mostro diferencias en ninguna de las cepas nativas, pero si
con Trichodex, el que no se diferencio del testigo. En el caso de Rhizoctonia solani no hubo

diferencias significativas en ninguna de las cepas, diferenciandose todas del testigo.
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Cuadro 5.1.6 Porcentaje de cubrimiento logrado por distintas cepas de Tricloderma sobre
cinco patégenos.

CEPA Botrvtis Sclerotinia Phvthophtora  |Rhizoctonia  |lusarium
Trailes 2867 ¢ 710023 | 9411 a 9417 a 6045a
Queule 36,76 ¢ 68;38 ab | 7897a 91,17 a 5191 a
Sherwood 1100 a 36,76 bc | 7823 a 79,26 a S4.11 a
Coque 31,07 cd 87,052 100 a 91,17 a 4926a |
Longavi 5794 b 71002 | 75,14 a 7941 a 4779
Soto 1838 d 1002 |8529a 8235 5082a |
Tubo 20,58 d 6929ab | 94852 90,44 a s42a |
Trichodex 272cd| 4441 b 25 b 78,67 a 0b
| Testigo Da Oc | 0b 0b 0b

Las diferencias de letras en las columnas, indican diferencias sigh{ﬁcativas. Tukey HSD p= 0.95

[OTRAILES
'@QUEULE
{OSHERWOOD
%u COQUE
{OLONGAVI

msoTo !

nivel de cubrimiento por Tr.

B TUBO

@ TRIGHODEX |

'WMTESTIGO

Patogenos

Figura 5.1.5 Porcentaje de cubrimiento logrado por distintas cepas de Trichoderma sobre
cinco patégenos.
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5.1.4 Ensayos en almacigos

Control de Rhizoctonia solani y Sclerotinia sclerotorium en almacigos de pimentén.

Rhizoctonia solani.
En los siguicntes cuadros se aprecian los resultados de los ensayos en pimenton, para el

control de Rhizoctonia solani, con las cepas de Trichoderma, Trailes y Queule.

En la medicién sobrevivencia, se obtuvieron los mejores resultados con los tratamientos
consistentes en la Cepa Trailes y la Cepa Queule mas benomilo, seguidos por Benomilo,
Queule, y Trailes mas benomilo. Sin diferencias significativas entre ellos. Luego estan los
tratamientos con Trichodex con y sin benomilo y en ultimo lugar el testigo, presentando

diferencias significativas entre ellos.

En cuanto al factor altura, tenemos que las mayores alturas fueron los tratamientos
Queule con Benomilo y Trailes. Que le siguen son Queule, Benomilo y Trailes mas benomilo.

Y a continuacion los dos tratamientos con Trichodex. El ultimo lugar lo ocupa el testigo

Cuadro 5.1.9 altura y plantas vivas de pimentén, bajo distintes tratamientos para el
control de Rhizoctonia solani en almacigo.

Tratamiento Sobrevivencia %
Testigo S2¢
Trailes 10° 98 a &
Queule 10° 92 ab
Benomilo 96 ab
Trichodex 10’ 74 b
Trichodex 10° + Benomilo {80 b
Trailes 10” + Benomilo 92 ab
Queule 10° + Benomilo 98 a e

Las diferencias de letras en las columnas, indican diferencias significativas. Tukey PiSD p=0.95

Los tratamientos con las dos cepas de 77. ya sea con o sin benomilo, permiten una
mayor sobrevivencia de plantas en almacigo, superando incluso al tratamiento con benomilo.

En cuanto al efecto de Trichodex este fue inferior al de las cepas nativas, pese a ser la misma
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especic que la Cepa Queule (T. harzianunt), logrando igualar al tratamiento con benomilo, al

ser mezclado con este mismo fungicida.
Sclerotinia sclerotorium
Los tratamientos con la Cepa Longavi presento la mejor respuesta en cuanto a altura de

planta, seguido por Queule, Benomilo, Queule mas benomilo y Longavi mas benomilo.

Cuadro 5.1.10 Altura y plantas vivas de pimentén, bajo distintes tratamientos para el

control de Sclerotinia sclerotorium en alméicigo.
Tratammento % Sobrevivencia
%
Testigo TI S8 ¢
Queule 10° T2 %94 a
Longavi 10 T3 98 a &
Benomilo T4 84 ab
Trichodex 10° T5 _ 80 b
Trichodex 10°+ Benomilo  [T6 82b
Queule 10°+ Benomilo T7 94 a —
Longavi 10+ Benomilo T8 92 ab

Las diferencias de letras en las columnas, indican diferencias significativas. Tukey HSD p= 0.95

En el caso de sobrevivencia de plantas tenemos que las diferencias son menos claras,
que en el caso de Rhizoctonia, donde vemos que los tratamientos de Trichodex y de Queule, no
difieren estadisticamente, ya sea con o sin benomilo. Aunque Longavi logro una mayor
sobrevivencia, las diferencias no son marcadas. El benomilo, logro un control similar al de los

tratamientos con /¥ y con Tichodex.

En todos lo casos, los tratamientos lograron diferencias significativas con le testigo.
Ademas la sobrevivencia de plantas al usar las cepas de 7richoderma nativas con o sin
benomilo, se logro entre un 46 y 26% de reduccion de la mortalidad de las plantas, con relacion
al testigo. Siendo mayor la reduccién para el caso de Rhizoctonia, que para Sclerotinia. La
Cepa Queule que se utilizo en los dos ensayos, mostrdé una buena accion, logrando sobre un
96% de sobrevivencia en Rhizoctonia y sobre un 84% en Sclerotinia. Pero no presento

diferencias tan marcadas como las otras dos cepas (Longavi y Trailes) con respecto a Trichodex
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y Benomilo. Lo que en el caso de Trichodex se explicaria, ya que las dos son T. harzianun.

Ademas las tres cepas de Tr. evaluadas mostraron buena compatibilidad con Benomilo.

Control de Fusarium oxysporium en almécigo de Tomate var. Cal Ace v sobrevivencia de

Trichoderma_ En este ensayo no se detectaron diferencias significativas entre los tratamientos,
ni estos con el testigo, lo que se debid a que la Cepa de patdgeno, presento una baja
agresividad, lograndose solo resultados en cuanto a los datos de sobrevivencia de las cepas

utilizadas en el suelo.

El efecto del fungicida sobre el establecimiento de la Cepa Queule, tanto en ¢l suelo
estéril como en el no estéril, no fue significativo, sin embarga la interaccion entre ambos
factores solo en suelo estéril fue altamente significativa. Asi tenemos que no existen
diferencias significativas en cuanto al antagonista con sin 'y benomilo, pero si entre el fungicida
y Trichodex.

Cuadro 5.1.11 Cuadro Efecto del fungicida Benomilo sobre el nimero de colonias de 7.
harzianum Cepa Queule y Trichodex desde suelo esterilizado y cultivado con tomate e
infectado con F. oxysporium f.sp radicis-lycopersici.

w.f.c x 10%/gr de suelo
Fungicida T. harzianum Cepa | T. longibrachiatum Trichodex
Queule Cepa Soto
Sm benomilo 1,86 ab 2.16 ab 237 a
. Con Benomilo 2.6 ab 343 a 1.0b

Las diferencias de letras en las columnas, indican diferencias significativas. Tukey HSD p= 0.95

Trichodex ve disminuido su establecimiento por el fungicida Benomilo, lo que no
ocurre con la Cepa Queule, por lo que Benomilo no estaria influenciando el establecimiento de
Trichoderma harzianum

Cepa Queule, por lo menos durante un periodo de 39 dias.

En cuanto a la sobrevivencia de la Cepa en el suelo, en comparacion con Trichodex,
tenemos que con una inoculacién de 10° no hubo diferencias significativas , pero a una
.. . [} - .
concentracion de inoculo de 107 conidias/ml a Cepa Queule logro un mayor nivel de

sobrevivencia que Trichodex.
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Figura 5.1.6 Densidad de conidias de Trichoderma longibrachiatum y Trichodex, en un
almacigo de tomates.

La Cepa Soto no presento diferencias significativas en cuanto a la presencia de
benomilo, pero si mostré una mayor densidad poblacional respecto a Trichodex cuando el
fungicida estaba presente. Con respecto a Queule no mostro diferencias significativas con y sin

benomilo.

Al analizar ¢l establecimiento de la Cepa con respecto a la concentracion de conidias s
observo que no hubo diferencias entre Soto y Trichodex con una concentracion nicial de
[0”conidias/ml, pero a 10” conidias/ml s¢ observo que en la medicion del dia 31 Soto era
significativamente mayor que Trichodex, para perder csta diferencia significativa con

Trichodex en la ultima medicién el dia 39.
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Como se ve en el cuadro, los tratamientos Benomilo, solo o en mezcla con las Cepas de

Trichoderma mas Queule solo mostraron una accion sobre el patogeno, diferenciandose

estadisticamente del testigo. Esto pudo deberse a la metodologia utilizada, en la que la cantidad

[——ee

de inoculo pudo haber sido excesiva dado por la 0 emergencia en ¢l caso del testigo, ademas de

———

haber aplicado el Trichoderma con posterioridad a la moculacidn, de todas formas se probo que

la Cepa Queule tiene un efecto similar al benomilo, dado que Benomilo presento un control

mayor que Trichoderma, no se puede determinar en que forma atecto el fungicida a la Cepa.

Cuadro 5.1.12 Porcentaje de emergencia de plantulas de Brécoli, afectadas con

Rhizoctonia solani

Tratamientos |Emergencia
Testigo 0b
Benomilo 75a
Queule 37,5a
Trailes 25,63 ab
Trichodex 25,63 ab
Q+B 60,42 a
Tr+B 60 a
Tx+B 64,58 a

Las diferencias de letras en las columnas, indican diferencias significativas. Tukey HSD p= 0.95

Este ensayo es la continuacién del almacigo de brocoli, de las plantas que

sobrevivieron, se seleccionaron las 12 mas representativas de cada tratamiento, esto se hizo

midiendo la altura de todas ellas y eligiendo las 12 mas cercanas a la media. Estas plantas se¢

transplantaron a bolsas de 300 gr., con una mezcla de suelo del lugar, tierra de hoja y arena en

una proporcidn de 1:2:1. La que fue esterilizada dos veces. Esto un disefio de bloques al azar.
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Se midio en tres tiempos la cantidad de plantas vivas. Al observar el cuadro y la figura
siguiente, se observa que solo el tratamiento utilizando Trichodex mostré una baja apreciable
en la mortalidad en la ultima medicion, siendo esta estadisticamente sin diferencias con el
testigo. De los otros tratamientos aunque no hay diferencias estadisticas entre ellos, podemos
decir que 7richoderma parceanamosum mas benomilo, fue el anico en el que no hubo
mortalidad post-transplante, a diferencia del tratamiento en que se utilizo la cepa sola, por lo
que podria existir un efecto sinérgico entre la cepa Trailes y el fungicida. Por su parte en el
caso de Queule, después de la primera semana post transplante no hubo mas mortalidad de
plantas, a diferencia del tratamiento que incluia esta cepa mas el fungicida, por. lg__gpmo_égnygré
en los ensayos de tomates, el fungicida podra estar mierfiiendo con la accidn del
biocontrolador.

Cuadro 5.1.13 Porcentaje de sobrevivencia de plantas de Brocoli afectadas por
Rhizoctonia solani.

jTratauﬁentos Nov-21 Nov-23 Ene-23

‘Testigo 0b 0b 0b
Benomilo 91,66 a 91,66 a 833a
Queule 833a 833a 833a
Trailes 100 a 933a 916a
| Trichodex 100 a 91,6a 333b
|Q+B 91,66 a 833a 75 a
Tr+B 100 a 100 a 100 a
Tx+B 100 a 100 a 83a

Las diferencias de letras en las columnas, indican diferencias sig:
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Figura 5.1.7 Porcentaje de sobrevivencia de plantas de Brocoli afectadas por Rhizoctonia
solani. ‘

3.1.5 Ensayos en cultivos experimentales

Control de Botrytis cinerea en lechuga var. Esmeralda en sistema hidropénico, de bandeja

flotante.
En este ensayo se midieron los parametros de peso, altura y calidad comercial, por lo
que se definieron cuatros categorias:
[: Sin ningun sintoma.
I1: Con un sintoina (Mancha de Botrytis)
I11: Dafio evidente.

IV: Daiio severo (perdida total).

Las dos primeras categorias, se consideraron lechugas comercializables.
Los parametros de peso y altura, no mostraron diferencias significativas para ninguno de los
tratamientos o factores. No asi las categorias de calidad y ntunero de plantas comercializables.

La distribucion de categorias de calidad por tratamiento se aprecia en la figura 5.1.9.
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Figura 5.1.8 Distribucion de calidad por tratamiento, en lechugas hidropénicas.
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No hubo diferencias significativas en cuanto al porcentaje por tratamiento de plantas

comerciales, tenemos que no hay diferencias significativas entre ellos, excepto con el testigo, el

que solo alcanzo un 4% de plantas aptas para comercializar.

Cuadro 5.1.14 Resultados de los parametros medidos en cultivo de lechugas hidropdnicas.

Descripcion Peso Altura Plantas 1 [} 111 AY
Comerciales

Testigo 1502 b 184b 266D 03¢ ] 23b | 63a 8a
Benomilo + Captan 1714 a 20.7 a 1533 a 23bc| 10a 33a |1.3ab
Sherwood 10° 162.1 ab 213 a 1233 a 4ab | 103a 2a 06D
Sherwood 10° +| 1733 a 213a 13a 96a [56ab| 1.6a | Ob
Benomilo

Trnchodex 1525b 204 a 1433 a 36abc|] 93a | 26a |[13ab
10° Trichodex 10° +| 1713 a 21.0a 153a 9ab [63ab| 1.3a |03b
Benomilo
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plantas comerciales

Trichodex . 5 .
+ Benomilo Testigo enomilo
21% 4% Captan
T 20%

Trichode s 3 herwood
| 20% Sherwood 17%
! + Benomilo
[ 18(’/0

Figura N° 5.1.9 Distribucion de lechugas de calidad comercial por tratamiento

Al observar la interaccion Cepa, dosis y fungicida tenemos que no existen diferencias
significativas, entre cepas, entre Trichoderma y el fungicida o las mezclas, excepto cuando se
evalla por categoria, en que los tratamientos con 7richoderma solos o en mezcla con

benomilo+captan, lograron un mayor nimero de plantas sin dafios que los fungicidas solos.
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Figura N° 5.1.10 Interaccion entre factores dosis y fungicida en nimero de lechugas de
calidad comercial por tratamiento.

Todos los tratamientos con 7richoderma, con o sin los fungicidas lograron un nivel
similar de control, diferenciados estadisticamente del testigo. En este ensayo como en el de
tomate y brocolt se favorecieron las condiciones ambientales, para que el patégeno tuviera un
buen desarrollo, esto dado por las condiciones de humedad, temperatura y forma de aplicacion
del patogeno, la que fue con bomba de espalda aplicando, la suspension de conidias en forma
vertical sobre la roseta, 1o que permitié que ¢l patdgeno se asentara en las hojas mas ocultas de

la planta, donde se ve favorecido su desarrollo.

Control de Fusarium oxysporium en cultivos de tomate var. Presto. En este ensayo se

evaluaron los parametros de nimero de frutos por planta, plantas vivas (con una poblacion

nicial de 10 por tratamiento) y peso promedio de frutos por tratamiento.

En el parametro de ntunero de frutos tenemos quie, ¢l mayor nimero de frutos, plantas
vivas, se obtuvo con los tratamientos con 7 Qucule y Soto. En el caso de Rendumiento por ha.

El' mejor resultado se obtuvo con Queule al igual que con peso promedio de frutos. Para el caso
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. ' / . , .
de Trichodex, tenemos que &ste supero a benomilo en peso y niumero de frutos. El testigo en

. / . A _
todo los parametros presento, valores mas bajos que los tratamientos.

Cuadro 5.1.15 Parametros de produccion en cultivo de tomate, bajo distintos tratamientos
para el control de Fusarium oxysporium.

Descripeion Tratamiento N° frutos Plantas vivas |Peso promedio Rendimiento
frutos

Cm g/fruto Ton/ha.
Queule 10° T1 1143 a 6,66 a 13731 a 15,69 a
Soto 10” T2 89,66 ab 5 a 108,07 b 9.68 ab
Benomilo T3 7566 b 4.66 ab 95,95 be 726 b
Trichodex 10° T4 63,33 be 4,66 ab 11528 b 73 b
Testigo TS 2565¢ 2 b 76,14 ¢ 1,95 ¢

Las diferencias de letras en las columnas, indican diferencias significativas. Tukey HSD 0.05

. . .. .
Hay que considerar que este ensayo se realizo con una alta presion de inoculo del
patogeno, ya que el bloque que estaba constitwdo por las plantas que venian de almacigo, en el
cual el sustrato no estaba estenilizado y fue moculado para el ensayo en speedhng siendo estas

plantas mucho mas débiles que las del otro bloque, se perdio completamente.

Control de Fusarium solani en cultivos experimentales de tomate var. Agora. En los

cuadros siguientes apreciamos la evolucién de los porcentajes de plantas sanas, con sintomas y
muertas, respectivamente, en las distintas fechas de medicion. En lo referente a plantas sanas,
tenemos que durante las dos primeras mediciones los mejores tratammientos fueron los que
incluyeron a la Cepa Queule, diferencidndose estadisticamente solo del tratamiento de
Trichodex con benomilo. A partir de la tercera medicion el tratamiento con la Cepa Queule
sin benomilo, empezd a mostrar un tendencia de mayor control, lo que en la medicion del 5 de
octubre y la del 12 del mismo mes, demostrd ser el mejor tratamiento diferenciindose
significativamente del resto de los tratamientos. Los cuales no se diferenciaron de testigo. En
cuanto a plantas con sintomas, ningun tratamiento se diferencid del testigo. Y en finalmente
sobre plantas muertas, no hubieron diferencias significativas, hasta las dos ultimas mediciones,
en las que se aprecia, que la mayor mortandad la tuvo el testigo en primer lugar, seguido por
benomilo y Trichodex mas benomilo, no habiendo diferencias estadisticas entre ellos.

Trichodex mostrd un nivel medio de mortandad y los niveles mas bajos, fueron dados por los
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tratamientos con la Cepa Queule, con y sin Benomilo. En todos los casos se aprecia que
benomilo tuvo un efecto detrimental sobre la accion de la Cepa Queule, en especial en lo
referente al porcentaje de plantas sanas. Lo que fue signiﬁcativo a contar de la medicién del 5
de octubre. Pese a que Queule vio disminuido su efecto en cuanto al porcentajec de plantas
sanas, st logro un buen resultado en cuanto a plantas muertas, mostrando solo un 2,5% de
mortalidad , diferenciandose estadisticamente del testigo. Por su parte el tratamiento, con solo
la Cepa Queule, logro un 0% de mortalidad, no diferenciandose estadisticamente, de la Cepa
mas el fungicida.

Cuadro 5.1.16 Porcentaje de plantas sanas, de tomate cultivado en bolsas

TRATAMIENTOS | 06-Sep 15-Sep 22-Sep ab 29-Sep 05-Oct 12-Oct

TESTIGO 90,0 ab 87,5 ab 82,5 ab 525b 225hb 10,0 b
QUEULE +BEN 97.5 a 97,5 a 87.5 ab 77.5 ab 3750 225b
BENOMILO 87,5 ab 87.5 ab 80,0 ab 67,5 ab 250b 175D
TX 90,0 ab 87.5 ab 87.5 ab 77.5 ab 350b 22,5b
TX +BEN 875b 775b 725b 65,0 ab 350b 275D
QUEULE 975a 975a 92,5 a 875a 6752 725 a

Las diferencias de letras en las columnas, indican diferencias significativas. Tukey HSD 0.05

Cuadro 5.1.17 Porcentaje de plantas de tomate cultivadas ¢n bolsas, con sintomas de

Fusariosis

TRATAMIENTOS | 06-Sep 15-Sep 22-Sep 29-Sep 05-Oct 12-Oct
TESTIGO S ab 10 ab 10 ab 32,5 ns 50 ab 475 ab
QUEULE +BEN 2.5 ab 25b 10 ab 20 ns 60 a 75 a
BENOMILO 10a 10 ab 17,5 ab 225 ns 625a 70 a
TX 2,5ab 5b Sb 10 ns 52 ab 65a
TX +BEN 125a 17,5 a 225a 20 ns 425 ab 475 ab
QUEULE Ob Ob 5b 10 ns 30b 25b

Cuadro 5.1.18 Porcentaje de plantas muertas por efecto de Fusarium solani

Las diferencias de letras en las columnas, indican diferencias significativas. Tukey HSD 0.05

TRATAMIENTOS | 06-Sep 15-Sep 22-Sep 29-Sep 05-Oct 12-Oct
TESTIGO 5 ng 25ns 7.5 ns 15 ns 275 a 325a
QUEULE +BEN Ons O ns 2,5 ns 2.5 ns 2,5 be 25¢
BENOMILO 2.5ns 2.5ns 2.5ns 10 ns 12,5 abe 12,5 abc
X S ns 5 ns S ns 10 ns |0 abc 10 be
TX+BEN S ns S ns 5ns i5 ns 22,5 ab 25 ab
QUEULE 0 ns 0 ns 0 ns 0 ns Oc 0c¢
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Control_de Venturia inaequalis en manzanos var. Fuji. El inicio de las aplicaciones se

realizo, en base a la observacion de las ascosporas presentes en la hojarasca del huerto. Por lo
que la primera aplicacion se realizo ¢l dia 27 de septiembre, aplicandose tres dias después el
Thiolux, repitiéndose lo mismo 7 dias después, de forma de cubrir todo el pic de madurez del

moculo nicial.

El resto de las aplicaciones se realizaron segin condiciones, esto es lluvia fuerte seguido
de temperaturas superiores a 16° C. Dado lo anterior se realizaron 6 aphcaciones, de las cuales
una fue mnecesaria, dado que se realizo una aplicacién después de una lluvia y esa noche

volvié a llover por lo que tuvo que repetirse,

Solo se detecto un 0,3% de dafio en el tratamiento T2, no habiendo presencia de
Venturia en los otros dos tratamientos, ni en el resto del huerto. Hay que hacer notar que el
huerto dada su exposicion al viento y topografia es poco susceptible al ataque de este patogeno,
a csto se suma un histonal de baja mcidencia. Por lo que se recomienda continuar con los
ensayos, pero dejando un testigo sin aplicacion. Ademas se evalio la sobrevivencia de
Trichoderma en las hojas de manzano, la que logro un periodo maximo de 10 dias en el

tratamiento combinado con Thiolux, siendo de 6 dias para el tratamiento con 7richoderma solo.
Fsparragos.

En este ensayo no se detectaron diferencias de ningin tipo dado que, por deficiencias
en el manejo del cultivo el nivel de infestacion por malezas fue muy alto, lo que produjo un
anegamiento de las plantas, lo que inhibe la accion de Trichoderma, por lo que se realizaron

aplicaciones post - poda, pero los resultados no se observaran hasta la proxima brotacion.
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5.1.5 Produccién en masa y Almacenamiento
Ensavos de almacenaje,
Ensayos en liquido.

Los tratamientos con agua sin esterilizar con y sin Ac. lactico presentaron una perdida
de la viabilidad de las conidias de un 100% a los 2 dias de iniciado el almacenaje, sin importar
las condiciones de luz y temperatura, dado por la aparicion de bacterias que afectaron a

Trichoderma.

En cuanto a los tratamientos con agua estéril, los que presentaban Ac. lactico mostraron
una mejor viabilidad que el resto, pero solo siendo significativa en los casos de falta de luz y
refrigerados, ya que en los otros casos, con Ac lactico, pese a no haber proliferacién de
bacterias, las conidias de 7richoderma germinaban y se iniciaba un proceso de autélisis, dada la
falta de sustrato. La viabilidad de estas suspensiones de conidias en agua estéril, con Ac.
lactico, en oscuridad y a 4°C mantuvieron un nivel inicial de conidias por 10 dias, a contar dcl
dia 15 se inicio una disminucion de la viabilidad de las conidias, por debajo de 10% conidias/mt,
lo que dadas las dosis necesarias para una accion efectiva, se considero no aplicable en terreno,
asi se genero un criterio, de que el alimacenaje es atil mientras se mantenga una concentracion

C oy NS} ‘4 .
de conidias de 107 conidias/ml o superior.

Almacenamiento en s6lido

Al evaluar los tiempos de secado se aprecio’que el Gnico con una sobrevivencia
aceptable, inmediatamente de terminado el proceso fue el que considero 24 horas de secado,
bajando la poblacién de conidias de 8.7 10'” conidias/gr. a 3.1 10" conidias/gr. Asi con este
tratamiento de 24 horas de secado, se sigmo el almacenaje, considerando la cantidad de
conidias viables después de secado como base para determinar la perdida de viabilidad de las
conidias. Asi en el grafico, podemos apreciar que a partir del dia 90 todos los tratamientos
distninuyen su viabilidad bajo 109 conidias/gr., por lo que después de este tiempo se hacen
inviables para su uso comercial, pero si ¢s interesante si se piensa en utilizar la perlita y la tierra
de diatomea como sustrato o complemento en cultivos sin suclo o bien a nivel de vivero o
almacigo, ya que logran tener una poblacion de Trichoderma activa, por un periodo de 3 meses

y medio a un nivel superior a las 108 comdias/gr. lo que aunque es bajo si se considera como
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un producto a ser diluido y asperjado, no lo es si se considera como sustrato, en especial cn
cultivos en recipientes, ya sean almécigos—;-_‘;/i.vero o mdroponico, ya que se considera una
poblacion de 106 conidias/gr. de suelo como activa. Asi podriamos tener una proteccion
efectiva por 120 dias, lo que es suficienle para cualquier almicigo y para muchos cultivos
hidropénicos. Yot
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Figura N° 5.1.11 Sobrevivencia de conidias de Trichoderma en distintos medios de
almacenaje.

Al realizar un andlisis mas global de la produccion y almacenaje de 7richoderma, ¢s
mucho mas factible generar un sistema de produccion continua, el que presenta costos mucho
menores que el almacenaje. Esto podria realizarse a través de un sistema bi fasico, en el que se
partiria con un cultivo en medio liquido, el que consta de la mezcla de granos seleccionada,
mas acido lactico y en agitacion permanente a temperatura ambiente y bajo luz permanente.
Esta fase se puede mantener sin necesidad de recambio de nutrientes por cerca de 4 meses,

ticmpo después del cual se acaba el aporte energético para el hongo.
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La segunda fase del sistema consiste en utilizar 3 ml del medio de cultivo sélido,
inoculado a lo menos 7 dias con anterioridad, estos 3 ml se aplican sobre 100 gr. de la mezcla
de granos autoclavada y entre 3 y 7 dias, dependiendo de la temperatura, s¢ obticne un cultivo
solido con conidias maduras, las que pueden mantenerse en excelente estado hasta por 60 dias
después de los cuales se inician los procesos de autdlisis y contaminacion. Lo que en suma
equivale a 180 dias de almacenaje, pero a diferencia del producto obtenido por secado y
anadido a los sustratos, la solucidn a preparar a base del medio sélido, presenta conidias y
miceho activo y en pleno crecimiento, 1o que unplica una mayor rapidez y efectividad en el
contral de los patogenos y cn su instalacion en el suclo. A partir de este cultivo en sélido sc
genera la solucidn final, la que utilizando 20 gr. de sustrato, sc obtienc una solucién final de
10" conidias/ml, lo que alcanza para una hectarea. Los problemas que se presentan con este

sistema son los siguientes:

-. Se requiere una mayor coordinacion con los producteres que utilicen este producto, dado el
tiempo entre el cultivo en solido y la solucion final, por lo que deberia tenerse con anticipacton
la cantidad de hectareas y naturalezas de los cultivos de manera de estimar las necesidades del
biocontrolador.

-. Determinar en mayor profundidad los parametros de crecimiento del biocontrolador, ya que
cstos varian mucho de una especie a otra y en la misma medida entre aislaciones de la misma
especic. Lo que penmitiria opttmizar y estandarizar aun mas los niveles de produccion.

-. En el caso de enfermedades dependientes de las condiciones climaticas como Venturia y
Botrytis, se requiere un stock presente en el predio a utilizar o bien una muy rapida
comunicacion entre el productor de Trichoderma y el agricultor, frente a esto existe la
posibilidad, con agricultores de un nivel tecnoldgico alto, el de entregaries cultivos de
Trichoderma en medio solido, para los periodos de mayor probabilidad de incidencias de las

enferinedades, de manera que sean capaces de generar ellos la solucién final.

La wviabilidad de Tr, tanto en los sistemas de produccion en sélido, en liquido y en el bi
afasico. Siendo la viabilidad de solido de aproximadamente un mes, luego del cual, Tr entra en
un proceso de autdlisis y se ve favorecida la infeccidon por bacterias, que terminan por destruir

al hongo.
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En el medio liquido, inientras exista agitacion, se pucde mantener el cultivo por dos a

tres meses, dependiendo de 1a cantidad de nutrientes y la oXigcnacic’m.

Pero después de evaluar los niveles y costos de produccion, se considera, que un
almacenaje mas prolongado no se justificaria, ya que se podria producir sin problema para la
temporada, manteniéndose un stock en el sistema liquido, lo que permutiria tener una
produccion utilizable tres a cuatro dias después de la inoculacion en el medio solido. Ademas
la suspension a base de conidias, proveniente de los granos, puede mantenerse viable con plena
confianza, por 5 dias a 4°C. Esto permitiria crear un sistema de mscripciéon a principio de
temporada, de productores interesados, de forima de estimar la cantidad a producir y las fechas.
De esta forma se tendria un producto mayor calidad, dado por un periodo casi nulo de
almacenaje y un gran porcentaje de micelio activo , lo que aumentaria la efectividad del
producto y ademas significaria una disminucion importante en los costos para los agncultores.

Lo que ademas los obligaria a organizarse.

Otro punto importante que se abordo en la mvestigacion desarrollada, fue la produccion vy
almacenaje de Trichodenna, ya que en Chile existe una amplia gama de investigaciones sobre
control biologico, pero practicamente no se ha desarrollado ninguno a un nivel comercial, que
permita a los productores utilizarlos con seguridad, tanto técnica como de abastecimiento y a
un precio rentable. Es por lo anterior que a nivel de laboratorio, se disefio un sistema de
produccion bi-fasico, de bajo costo y requerimientos técnicos, pero st con mucha dedicacion de
mano de obra especializada, para la produccion de Trichoderma. La ventaja de este sistema,
[rente a los productos comnerciales, es que al ser un sistema de producciéon continuo, perinite
evitar tiempos prolongados de almacenamiento, esto estaria generando tres ventajas, la primera,
seria una reduccién de costos, la segunda es que se estaria utilizando micelio activo, en vez de
conidias secas, lo qué aumentaria la capacidad biocontroladora y velocidad de colonizacién de
Trichoderma y la tercera ventaja es que se podrian generar centros de auto produccién , que
generen empresas o grupos de agricultores, disminuyendo aun mas los costos y asegurando cl

abastecimicnto de estas mnsumos. Aunque scria necesario un control de calidad entregada por
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un organismo especializado, para asegurar la pureza de las cepas y la asepsia del sistema de

produccion.,

El sistema de produccién se detalla a continuacion.

I.- Cocer por una hora la mezcla de granos de maiz, avena y trigo (1:1:1).

2.- Moler la mezcla y en un matraz de 1 litro con agua destilada, agregar la mezcla molida a un
5%.

3.- Autoclavar la solucion.

4.-. Una vez autoclavada y enfriada, sembrar con la Cepa de 7*ichodernia, pura extraida de un
cultivo en agar extracto malta.

5.~ De la misma mezcla, extraer 50 gr. para cada frasco de cultivo y estos, se deben autoclavar.
6.- Después de 5 a 8 dias, extraer 5 ml para cada frasco de cultivo.

7.- Una vez producidas las conidias y con un color verde oscuro y texturado, extraer 20 gr. por
cada litro a producir, esto se agrega a un litro de agua mas 50 pl de Tween 20 y poner en
agitacion.

8 .- Filtrar con rejilla para nematodos y envasar.
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5.2 UNIDAD DE VIRUS GRANULOSO
5.2.1 Colecta de virus granuloso.

De los sectores muestreados solamente dos presentaron larvas con cuerpos de inclusion
virales. Dc estos dos solamente la Zona de Lircay genero una infeccion efectiva y clara al

alimentar a larvas sanas con dietas infestadas. muestras.

Zona Cepas | Cepas altamente infectivas |
Lircay CpGV-LI CpGvLI |
Longavi CpGV-L2 No infecta larvas sanas |
Gultro No presenta - o
Linares No presenta -
Alto Las cruces No presenta -
Panguilemo No presenta -
Cauquenes No presenta -

5.2.2 Aislacion e identificacion del virus.

Durante la temporada de 97-98 se colectaron numerosas larvas de Cydia pomoncella, en
arboles de manzano abandonados en los alrededores de la ciudad de Talca, con sintomas de
virosis. Eslos sintomas correspondian a manchas en el tegumento y ionalidad oscura en otras
larvas (Lecuona, 1996). Al realizar cnsayos en larvas sanas, entregandoles dictas con una
solucidon de cuerpos de inclusion de VG con la Cepa L1, a una concentracion de 3 x 10’'cuypl.,
s¢ repitieron los mismos sintomas. Con una correcta aislacion ¢ identificacion, corroboramos en
el ano 1999 que se trataba de una Cepa infectiva de Granulovirus para Cyvdia pomonella. Esta

Cepa CpGV-L1 fue la que utilizariamos en todos los demas ensayos.

Se puede observar bajo la tincién de Giemsa en un microscopio éptico la formacion de
numerosos cuerpos de inclusion wviral (ci). Estos tienen forma de baston de
aproximadamente300 nm de largo y 120 nm de ancho, presentando un solo virion por ci. El
virion se ve claramente tefitdo de morado en ¢l centro del ci, diferenciando claramente de otros

cuerpos de tamafo similar.
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5.2.3 Produccién de anticuerpos policlonales para la identificacién de VG.

Marcaba positivo a larvas enfermas con CpVg-L1 y negativo a larvas sanas. A pesar de
ser un método bastante preciso que detecta facilmente las particulas virales, el método resulta
engorroso si se comprara al método de observacion directa. Preferimos utilizar la observacion
directa al microscopio debido a la facilidad de evidenciar los ct del virus. En el caso de que
hubié¢semos tenido mas de una Cepa viral, hubiese sido una herramienta util para distinguir
entre cepas. Lamentablemente la utilizacion de anticuerpos policlonales a veces no puede
diferenciar entre cepas y hubiéramos temido que recurrir a la utilizacion de anticuerpos

monoclonales.

5.2.4 Crianza de Cydia pomonella sobre dietas artificiales.

La produccion de larvas neonatas a partir de huevos puestos dentro de las jaulas de
postura, fue muy alta. En promedio una jaula con 25 parejas entregaba una cantidad de 150
huevos por dia con una eclosiéon de un 80%. La mayor mortalidad se producia un vez
traspasadas las larvas neonatas las cuales alcanzaban el tercer estadio sin problema. Un 95 % de
las larvas llegaban hasta el tercer estadio, pero solo un 50% de estas llegaban a pupar. El factor
de mayor mortalidad fueron las bacterias por lo cual se les agrego a las dietas antibioticos. El
problema era que después del tercer estadio ya no habia efecto ya que habian pasado casi tres

s€manas.

Debido a los problemas cncontrados la produccion de adultos no era muy regular
llegando en muchos casos a cero. Para la produccion de larvas neonatas usadas en los ensayos
se debid almacenar una gran cantidad de larvas en diapausa que se iban utilizando a medida que

nos quedabamos sin adultos.
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5.2.5 Produccién de CpGV-L1

Debido a los problemas de cria se pudicron producir muy pocos litros de solucion viral.
En Total se produjeron un total 11 litros en todo el periodo del proyecto. Un hitro del producto
fue producido entre 1997 y 1998. Este ultimo tema un titulo de 1,07 x 10" ¢i/ ml, por lo que se
tuvieron que usar alrededor de 1000 larvas por un litro de solucién, para utilizarlo en el ensayo
de campo de la temporada 1999-2000. Entre ¢l aiio 1998 y 2000 no se logro producir mas que
pequenas cantidades de virus que fueron utilizados en los ensayos de laboratorio. Ya entre el
principio del 2000 y finales de marzo del 2001 produjimos 10 litros de virus utilizando para la
infeccidn larvas de tercer y cuarlo estadio colectadas de fiulos de un huerto de manzano

abandonado en Gultro.

Solucionando los problemas de cria masiva la produccidn podria seguir el esquema que

sc presenta en los anexos.

5.2.6 Ensayos de laboratorio

Determinacion de concentraciéon letal 50 (1L.Csy) de CpGV-L1 en Cydia pomonella (1..).

La LCs, para el CpGV-L1(producido ¢l 4 Mar 2000) fue de 8,1x 10" civ /ml, lo cual
concuerda bastante con lo obtenido para una Cepa distinta del mismo virus por Payne (1985),
con una LCsy de 1,54 x 10 civ/ml. Esta LC50 nos indicaria que la Cepa en estudio seria
potencialmente efectiva en el control de C. pomonella a nivel de campo, y justificaria un mayor

desarrollo de esta Cepa viral para una produccion a mayor escala.

Control de Cydia pomonella con CpGV aislado L1.

Como se puedc observar el la figura 5.2.1 todos los productos provocaron una

mortalidad por sobre ¢l 97% al séptimo dia desde aplicacion, a excepcion del control
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Figura 5.2.1 Porcentaje de larvas muertas, dias después de la aplicacion de CpGV-L1 con
respecto a un control, Imidan y Dipel.

Los productos CpVG-L1(1,064 x 10” Cl/L), Dipel 2X (0,75 g/L) ¢ Imidan SOWP (1,2
/L) controlan C. pomonella cn condiciones de laboratorio. Todos estos productos mostraron

una efectividad de control superior al 97% al cabo del séptimo dia.

Existen diferencias en la velocidad de accidn de los productos utilizados, siendo Imidan
S0WP el producto que obtuvo la mayor mortahidad en ¢l mas corto tiempo, seguido por Dipel

2X y finalmente por CpVG-L1.

Debido a que dosis utilizada de Dipel 2x es tan alta lo hace excesivamente caro ya que

para una hectarea se necesitaria de 750 g.
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El hecho de que la mayor parte de la mortalidad en caso del CpGV-L1 se produce
posterior al quinto dia se debe realizar las aplicaciones en el momento preciso para disminuir al

maximo las heridas por entrada de larvas.

Este ensayo indica que la dosis empleada es adecuada, pero de suma importancia y

relevancia es el momento de aplicacion debido a que su efecto es lento.

5.2.7 Ensayos de campo.

Determinacion de 1a actividad de una Cepa nativa de Virus Granuloso (CpGV-L1), sobre

Cydia pomonella (L..) El primer vuelo de machos sostenido ocurrid ¢l dia 8 de Octubre (Anexo

1) y desde ese momento se acumularon 100 grados-dia (base 10°C) para la realizacion de la
primera pulvenizacion (5 de Noviembre). La segunda pulvenzacion se realizo siete dias después
de la prumera (12 de Noviembre). La tercera se llevo a cabo el 3 de Enero a los 80 grados dia
desde el ultimo méaximo de captura de machos. Las siguientes aplicaciones fueron ¢l 10y 17 de
Enero de 2000. La sexta aplicacion fue realizada a los 70 grados-dias después del tercer
maximo de captura de machos, correspondiendo al 31 de Enero y la dltima pulverizacion se

realizé siete dias después (7 de Febrero).

A) Porcentaje de frutos datiados El Cuadro 5.2.1 indica la efectividad de los distintos

biocontroladores utilizados en el control de la polilla de la manzana. El mejor tratamiento fue el
insecticida convencional azinphosinetil, el cual presenté una incidencia de dafio de frutos del
17,1%. Los tratamientos bioldgicos fueron significativamente mejores que el control sin
aphcacion, sin embargo su nivel de control fue menor al del insecticida. Es asi como el valor
promedio de frutos dafiados con el uso de CpVG-L1 fue de 73.5%, mientras que para B.
thuringiensis fluctud entre un 60 y un 71,6% a las dosis estudiadas. El nivel de dano por polilla
de la manzana fue bastante alto en ¢l control sin pulverizaciones, alcanzando valores mayores

al 90% (Cuadro 5.2.1).
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Cuadro 5.2.1 Efectividad de CpGV-L1 y otras alternativas biocontroladoras y quimicas
en el control de frutos dafiados por Cydia pomonella.

Total frutos daniadoes Total frutos dafiados (° 2
Tratamientos (%) Con heridas Con heridas
_ profundas superficiales
CpGV-L1 73.5b 392b 60,8 a
B.t. Dosis 1,5 g/ 60 b 50,8a 492 b
‘BtDosis6gL |  716b | 458b |  S46a
Azinphosmeti] 17,1 ¢ - -
Control 922a 733 a 26,7b

! % frutos del total de frutos dafiados con hendas superficiales o profundas.

Letras distintas indican diferencias significativas entre tratamientos, usando el test de separacion de media de

Tukey (p< 0,005).

El ensayo de campo debié realizarse con una suspension viral con dos aios de
almacenaje, debido a los problemas de crianza explicados, y por lo tanto, nuevamente la falta
de actividad de CpGV-L1 (evidenciada en los ensayos in vitro) queddé en manifiesto. Sin
embargo, a pesar de esta menor actividad esperada, tanto los tratamientos con CpGV-L1 y la
bacteria redujeron el nimero de frutos con heridas profundas y por lo tanto aumentaron la

cantidad de frutos posibles de comercializar.

B) Profundidad de dafio Si analizamos la profundidad del dafio podemos observar que

los tratamientos control y B. thuringiensis a 1,5 g/L, presentaron de forma significativa,
mayores porcentajes de daiios profundos que CpGV-L1 y B. thuringicnsis a 6 g/L. Es asi como
el 73,3 % de los frutos dafiados en el tratamiento control presentaban heridas profundas, a
diferencia del 39,2 % que presentd los frutos del tratamiento CpGV-L1. Por ofra parte, cl
60,8% de los frutos dafiados que recibieron aplicaciones con CpGV-L1 tenian solamente
heridas superficiales. Para los tratamientos con B. thuringiensis, €l 54,6% y 492 % de los

frutos dafiados tenian heridas superficiales, correspondiendo a las dosis 6 g/L y 1,5 ¢/L
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respectivamente (Cuadro 5.2.1). Por lo tanto, la cantidad de frutos comercializables
corresponderia a 71,18 % para el tratamiento con CpGV-L1; a un 69,5 % para Bt dosis de 6g/1.;

un 67,5 % para Bt con una dosis de 1,5 g/, y de 32,4 % para el tratamiento control.

Unidades de Validacion (UVAL)

UVAL Maitenes: De un total de 7200 frutos evaluados el 22 de nowviembre, solo se
encontraron 5 frutos con dafios de C.pomonella. No se encontraron diferencias significativas
entre ninguno de los tratamientos.

Frutos Dafiados/Totales
F(5,18)=2.02; p<.1241

0.06

0.052848

0.05 0.04787

0.04

0.034775

0.03 |

0.024581

0.019715
0.02 - —r

Frutos Dafiados/Frutos Totales

P4 P1 P& P2 P3 P5

Tratamientos

Figura 5.2.2 Frutos daiiades/ frutos totales, en los seis programas de manejo de Cydia
pomonella.

Al comparar los tratamientos al final de cosecha no se observan diferencias
significativas en ninguno de los tratamientos. A pesar de que como se puede observar en la

figura 5.2.2 los tratamientos con aceite son menores ¢l niimero de frutos dafiados , el ensayo no

detecto diferencias estadisticamente significativas. S e e ‘ cp e

El promedio total para el paiio experimental fue de 3, 5 % de manzanas con algin tipo

de dano por polilla. Siendo el mas alto 5, 28 %y el mas bajo 1,9 % de manzanas con daro.
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Tampoco se aprecian tendencias ni diferencias al analizar el tipo dc¢ dafio mostrando

resultados erraticos en cuanto al porcentaje de frutos con dafios profundos o superficiales.

En cuanto a las larvas encontradas en las trampas de cartén corrugado todas murteron o
antes o durante la formacion de pupa. Al analizar estas larvas bajo el microscopio, siguiendo la
metodologia anteriormente descrita para la identificacidon y aislacion de cuerpos de inclusion

viral, se pudieron observar los ¢i del Granulovirus.
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Ensayo Alternancia de CpGV-L.1 con insecticidas tradicionales

Frutos dafiados

Al analizar el porcentaje de frutos dafiados no se aprecian diferencias significativas
segin el test de Tukey (p< 0.05). Esto nos indica que no hay un programa de aplicaciones
mejor que otro, lo cual se¢ aprecia bastante bien en el Grafico 1. Por lo tanto la posibilidad de
usar CpGV-L1 en cualquera de los 3 programas es valida. Es interesante notar que el programa
N°3 usa la mitad de aplicaciones con pesticidas sintéticos al reemplazarlo con CpGV-L1, lo que
ticne una ganancia con respecto a los otros programas por haber menos residuos quimicos en la
fruta. La utilizacién de CpGV-L1 en un programa de Produccion Integrada de Manzana podria
ser llevada a cabo siempre y cuando ¢l historial de dafio del huerto no sea demasiado clevado.

% frutos dafiados segun tratameinto.
F(3,12)=.09; p<.9648

26
21

1.6

1.251923 1.26563
- RE 1.11438

1.1

% Frutos Daffados

06 |

0-1 2 Lt nneann : PR B A
4 3 1 2

Programas de Manejo

Figura 5.2.3 Porcentaje de frutos danados segn programa de manejo.
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Bandas trampa:

Al evaluar el nimero de larvas diapausantes vivas y muertas por programa se puede
observar que en el programa numero tres, donde se realizaron 2 aplicaciones de CPGV-L1 el
namero de larvas muertas es estadisticamente significativo, siendo mayor a los demas

programas descritos.

R T, . A P PR

Larvas Muertas

Programa

Figura 5.2.4 Nimero de Larvas Muertas encontradas en las bandas trampas segiin
programa de manejo.

En los demas programas no se encontraron larvas muertas. Las larvas muertas fueron
ademas examinadas en el laboratorio para determinar la presencia de cuerpos de inclusion del

virus, saliendo positivos todas las muestras del programa 3.

5.2.8 Ensayos de Almacenaje

Almacenamiento _del CpGV-L1 en suspensiéon liquida. No logramos llegar a la

desactivacion total de las suspenciones en los tiempos de almacenamiento utilizados. Pero
pudimos detectar una gran disminucion en la actividad con respecto a una solucidon no
almacenada. Es asi como suspenciones almacenadas a 25 ° después de 115 dias aumentaba al
doble la dosis letal necesaria para provocar la mortalidad de la mitad de los individuos (Lc50).

No siendo asi al almacenar la sotucion en el refrigerador a 6 °C. Bajo refrigeracion, después del
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afio, comenzaba a disminuir significativamente la actividad viral de las suspenciones. Las
soluciones virales almacenadas por dos afios a una dosis delx 10° no producian una mortalidad
significativa con respecto al control, a diferencia de una solucién no almacenada que usando la

misma dosis producia un 100% de mortalidad a los 4 a 5 dias después de la infeccion.
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6. FICHAS TECNICAS.

6.1 Produccion en Masa de Trichoderma

Ficha para produccion de 100 It de Trichoderma

costos und cantidad lvalor unidad | costo
Insumos
maiz ka. 0,66666667 ) 120§ 80
tigo  |ka. | 0,66666667] 120 $ 80
avena kg. 0,66666667 120 § 80
Ac.lactico |it 0,03 15.000, % 450
Tween 20 it 0,0025 60.000] $ 150
Envases |und 500 500, $ 250.000
cultivo
Envases |und 500 120 $ 60.000
comercial
Aluminio und 5 3.0000 $§ 15.000
Puntillas und 20 8 $ 80
engria Autoclavar |kw 120 150/ § 18.000
infraestructura |Lab mes 0,33 60.000/ $ 20.000
mano de obra horas 48| . 5000 $ 240.000 s % [
Total $ 604.000| A QL
/

6.2 Produccién de CpGV-L1

Debido a la escasa producciédn, la cual no fue continua, la estimacion de costos de
produccidon serian bastante inexacta. Es por ello y con la intencion de no desincentivar el
trabajo futuro de esta cepa es que no se presenta una ficha técnica al respecto. Esta
sobrestimaria los costos, debido a que se trabajo con crianza individual y dietas importadas
para asegurar ¢l buen funcionamiento de los ensayos y del proyecto. La necesidad de trabajar
en un sistema de mastficacidn de Cydia pomonella sobre dietas artificiales es de importancia
primarta antes de poder determinar un sistema semi-industrial de produccion de virus. En este
informe dentro de los anexos, se presenta un organigrama del modo en que pensamos que se
podria realizar ia produccion con sus etapas claramente identificadas. Pero este sistema supone
una produccion continua de C. pomonella como sustrato basico para realizar cualquier

produccion.
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7. PROBLEMAS.

Trichoderma

En la fase de ensayos in vivo, el principal problema fue la agresividad de las cepas de
Trichoderma, que por una parte obligaron a extremar las medidas de estenhdad y a trabajar de
un patdgeno a la vez, de forma de evitar contaminacion y por otra parte se debieron utilizar los
medios de cultivos a mitad de concentracidn, para hacer mediciones mas graduales, lo que

retraso el desarrollo de estos ensayos.

El segundo problema a cnfrentar fuc ¢l no contar con un cepario de hongos patdgenos,
los que nos obligo a realizar colectas en cultivos, afectados por estos patogenos, pero no
stempre la patogenicidad y virulencia de los hongos colectados era a mas adecuada a los
ensayos, por lo que debimos conseguir cepas con el profesor Montealegre y con el INIA
Carnllanca, lo que retraso los ensayos. Asi los ensayos en tomates y Brocoli, debieron ser
repetidos varias veces antes de que los patogenos generaran un nivel de dafo, en los testigos, lo

suficientemente alto, como para tener diferencias significativas con los testigos no imoculados.

No se han desarrollado métodos, en Chile para realizar inoculaciones con patégenos, lo

que disminuye la replicabilidad de los ensayos.

En los ensayos en cultivos y almacigos, nos vimos en algunos casos, como el de Brécoli
y pimenton a realizar los ensayos fuera de temporada, dados los ensayos anteriormente

descritos, pero se subsano utilizando cultivos en invernadero.
En el caso de manzanos, ni el agricultor ni el campo experimental permitio realizar

ensayos con un testigo absoluto, pese a lo cual se obtuvieron resultados similares a los de

manejo convencional.
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Para el proceso de almacenaje, no existen publicaciones accesibles sobre estas
metodologias, en cspecial de las industriales, por lo que se debio improvisar, pese a lo cual

nuestros resultados fueron similares a los obtenidos en otros estudios.

Virus Granuloso

Los principales problemas en esta unidad ocurrieron principalmente por la inestabilidad
biologica normal de la crianza de esta polilla. Lo anterior ha sido parcialmente solucionado con

la modificacion de las dietas artificiales para su crianza (ver metodologia sobre crianza).

Debido a la inactivacion que presenta las suspenciones virales quc han sido
almacenadas por mas de un afo, nuestro ensayo de campo de primera temporada entregd
resultados erraticos que distan bastante del potencial biocontrolador de CpGV-L1. Por ello, en
los ensayos que se realizaron en la Estacion Experimental Panguilemo y en las UVAL de San

Fernando y San Clemente, se usaron suspensiones virales de menos de un afo de almacenaje.
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8. CUADRO RESUMEN DE COSTOS

Monto en $
ITEM FIA Propios Total
Honorarios 45.048.704 33.878.026 78.926.730
Equipos 6.944.996 0 6.944.996
Materiales ¢ insumos 3.152.262 0 3.1562.262
Servicios 432.114 0 432114
Transporte 3.357.038 0 3.357.038
Vidticos 587.731 0 587.731
Transferencia 601.539 0 601.539
Uso laboratorio - 3.859.433 3.859.433
Uso estacién experimental - 1.663.505 1.663.505
Gastos administrativos - 2.444 318 2.444 318
Elaboracién de proyecto 350.000 350.000
- 0 102.319.666
Totat 60.124.384 42.195.282 102.319.666
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9. DIFUSION DE RESULTADOS OBTENIDOS.

Los objetivos, resultados y conclusiones del proyecto fueron difundidos
principalmente a través de Dias de Campo y charlas, donde en todos hubo bastante
publico asistente. Ademas se distribuyd un Boletin de difusion en uno de estos Dias de

Campo y un boletin final de “Control Bioldgico Usando Microorganismos”.

En total se realizaron 4 Dias de Campo 3 Charlas se presentaron 4 trabajos en
Congresos nacionales y un trabajo en reuniones de sociedades cientificas. Se presento
ademas en fonma de poster en la 11 feria de Agricultura Organica y en un encuentro de

horticultura organizado por el FiA.

En el siguiente cuadro se detallan las actividades de difusion realizadas:

Lugar Nombre Actividad Observaciones

IV Jornadas Cientificas | Control Biologico de Plagasy | Difusién Objetivos y

de Estudiantes de Enfermedades usando Actividades del Proyecto
Agronomia. Talca Microorganismos

Il Feria Agricultura Poster del proyecto Difusion Objetivos y
Organica. Santiago | Actividades del Proyecto
V Jomadas Cientificas | Evaluacidon de Difusion Objetivos,

de Estudiantes de Microorganismos Actividades del Proyecto y
Agronomia. Valdivia Controladores de Enfermedades | resultados parciales.

y Plagas en Cultivos
Hortofruticolas de Importancia

Regional.

Encuentro de Poster del proyecto Difusion Objetivos,

Producciéon Horticola Actividades del Proyecto y

Mercado y Calidad. resultados parciales.

FIA. Talca.

Panguilemo, Talca Primer Dia de Campo Difusion Objetivos,
Actividades del Proyecto y
resultados parciales.

Universidad de Talcay | Segundo Dia de Campo Resultados parciales UVAL

visita a Huerto Carlos y ensayos 1manzano.

Holgrem, Maitenes

San Clemente y visita a | Tercer Dia de Campo Resultados Ensayos de

Huerto Carlos Holgrem, UVAL Manzanos.
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Maitenes.

San Clemente y visita a
Huerto Carlos Holgrem,
Maitenes.

Boletin de Difusion

Control de Plagas y
enfermedades en cultivo de
manzana organico.

Panguilemo Talca.

Dia de Campo “Manejo De
Hortalizas Bajo Un Sistema
Organico” en conjunto con el
proyecto FLA Desarrollo De
Tecnologias Para La
Agricultura Organica Para
Dos Rubros I:n La Séptima
Region.

Uso Trichoderma para ¢l
control de enfermedades de
hortalizas. Mancjo de
hortalizas organicas y
control de plagas.

X congreso de
Fitopatologia, Valdivia.

“Potencial Biocontrolador de
cepas nativas de Trichoderma”

51 Congreso
Agronomico, Talca

“Control bioldgico de Botrytis
cinerea con cepas nativas de
Trichoderma”

Y “Control de Cydia pomonella
con una Cepa nativa de Cydia
pomonella Granulovirus

(CpGV-L1)”

XXII Congreso
Nacional de
entomologia

* Control a nivel de laboratorio
dé la polilla de la manzana
Cydia pomonella (Linnaeus)
(Tortricidae) con Cydia
pomonella Granulovirus
aislado L1 (CpGV-L1)
(Baculoviridae)”

Reunién Mensual
Sociedad Chilena de
Entomologia. Talca

Presentacion “ Experiencias en
el control de Cydia pomonella
con el Virus Granuloso de
Cydia pomonella(CpGV)”

Universidad de Talca,
Talca.

Presentacion de Boletin
“Control de enfermedades y
plagas con microorganismos”
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10. IMPACTOS DEL PROYECTO.

A través de la formulacidn de estos insecticidas biolégicos, existe la posibilidad de tener
un el futuro una herramienta para el control de Cydia pomonella y de enferimedades tales como

la Venturia, FFusarium, Sclerotinia Phythophtora capsici, Botrytis y Rhizoctonia.

Permite la produccion organica del manzano, siendo la polilla de la manzana una de los
mayores impedimentos para la produccién, debido a las altas perdidas que esta generaria sin su

control.

En estos momentos existen vartos agricultores, que cstuvieron relacionados al proyecto
o por los dias de campo utilizaron y esta utilizando 7richoderma, asi tenemos dos agricultores
de manzano, uno en San Fernando y el otro en San Clemente, ademas de 5 productores de
tomate en Pencahue, mas uno en Putagan, dos productores de frambuesa en Linares y uno de
esparrago en Pelarco, por otra parte Huertos Organicos y Copefrut, han manifestado su interés
de inclur el uso de Trichoderma en sus planes de manejo, esto debido a su eficiente control de
enferinedades muchas de las cuales ni siquiera tienen simil quimico. Las cepas nativas aisladas
han respondido de mejor forma que los productos importados que contienen 7richoderma,
encontrando cepas especialistas y generalistas. Esto nos sugiere que se planifique su

produccion segun las necesidades -
Ademas se logro que varios agricultores introdujeran el uso de ambos biocontroladores,
en sus planes normales de manejo. Lo que esta generando una demanda constante por estos

MICroor ganismos.

Se sentaron las bases para un produccion comercial local de 7richoderma, a nivel semi-

industrial, que permitiria el desarrollo de una industria de bio-controladores, que ¢s uno de las
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principales necesidades de los agricultores organicos, quienes dia a dia aumentan la demanda

por insumos para la agricultura organica.

Se ha determinado la importancia de preservar lugares con altos indices de diversidad,

dado que es de esos sitios que se aislaron las cepas de mayor importancia.

11.CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Unidad de Trichoderma

En Chile existe una alta diversidad de microorganismos con potencial para coitrol
biologico, de los cuales muy pocos han sido desarrollados hasta una etapa de utilizacion
comercial, lo que debilita a Chile en cuanto el abastecimiento de insumos para la produccién

organica.

Las cepas seleccionadas de Trichoderma mostraron todas accion sobre los patogenos
estudiados, pero sus niveles de control variaron segiin ¢l patdgeno, demostrando un grado de

especificidad en sus accion, lo que hace mas seguro el uso de este microorganisimo.

No solo se demostré la eficiencia de las cepas en estudios in vitro, sino que también a
escala de cultivos experimentales y comercial, demostrando la viabiidad técmca de uso de este
biocontrolador, no solo en la agricultura organica, ya que dada su tolerancia a algunos

fungicidas convencionales, permite su uso en programas de manejo integrado.
La Cepa de 7Trichoderma Cepa Queule mostrd un excelente comportamiento en ¢l
control de Fusarium solani, 1. oxysporium, Phythophtora spp y Venturia inacqualis a nivel

comercial en huertos de manzano y tomate.

La Cepa Sherwood demostro un eficiente control de Botrytis cinerca tanto a nivel de

laboratorio como en cultivos experimentales de lechuga.
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En el caso de Rhizoctonia solani y Sclerotinia sclerotorium se hace necesario realizar
mas ensayos a nivel de campo, ya que pesé a que los resultados obtenidos no fucron los
mejores, st existe una accion de las cepas de Trichoderma sobre cstos patogenos. Ademas cn
los ensayos realizados las condiciones dadas para el desarrollo de estos eran superiores a las

que se dan normalmente en condiciones naturales.

El almacenaje de Trichoderma con los medios de que dispone ¢l laboratorio de
Fitopatologia de la Universidad de Talca, no es util mas alla de 4 meses, siendo mucho mas
factible tanto ccondémica como técnicamente una sistema de produccion continuo, que demostro
mejores resultados en el control de enfermedades, al entregar como producto final una mezcla

de conidias y de micelio.

Sc hace necesario estudiar con mas detencion dos aspectos del uso de Trichoderma, el
primero es el de ajustar los criterios de aplicacion, esto es frecuencia y . sistemas de monitoreo
de las enfermedades, de forma de optimizar el niimero y momento de aplicaciones necesarias
del biocontrolador, para distintos cultivos y patdgenos. El segundo aspecto es definir para las
cepas con mejores resultados, los parametros de crecimiento y productividad, de forma de crear
una sistema industrial de produccion de 7Trichodermu, esto a varias escalas, ya que dada la
facilidad de produccion y ¢l bajo costo que esta implica, se podrian generar paquetes
tecnoldgicos, para que empresas o agrupaciones de productores desarrollen centrales de auto
abastectimiento, las que podrian servir a futuro con algunas modificaciones para el cultivo de

entomopatdgenos como Mertharizum y otros controladores de enfermedades.

De los estudio de almacenaje, lo mas rescatable ¢s el hecho de que 7richoderma es
capaz de mantenerse por 60 a 90 dias en perlita, lo que estaria penmitiendo un control eficiente

de enfermedades de suelo en cultivos ndropdnicos o bien en almacigo y vivero.
Como conclusion de los ensayos en cultivos experimentales, para el caso de

enfermedades de suelo, es recomendable usar Trichoderma en forma preventiva, ojala durante

la aplicacion de compost o bien el la plantacién o siembra.
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Unidad de Virus Granuloso.

La concentracion letal media (LCso) para la Cepa> CpGV-L1 de virus granuloso de 8,1x
10* civ /ml. Lo anterior reitera lo obtenido por otros investigadores para otras cepas de virus

granuloso en Cyvdia pomonella.

A una concentracion de 8,1 x 10° civ/nl en laboratorio, se alcanzo una mortalidad del
100% en cuatro dias, o cual nos confirmé su potencial biocontrolador. A pesar que en nuestros
ensayos de campo los porcentajes de daiio fueron del 73,5% comparado al 17% del insecticida,
solamente un 39,2 % de éstos tuvieron dafios profundos. Tomando en cuenta que los frutos con
darios superficiales son comercializables en un mercado para productos organicos, el total de

frutos posibles de comercializar fue de un 71,18 %.

Para un mayor nivel de control de C'ydia pomonella es unportante gque la suspension
viral utilizada no tenga un periodo de almacenaje mayor a un afio. Nuestros bajos niveles de
control en ¢l ensayo de campo de primera temporada, pudieron deberse principalmente al hecho

de haber usado una suspension viral con mas de dos afios de almacenaje.

Usando un programa de aplicaciones como el que se describe en los ensayos UVAL se

puede mantener el datio de Cydia pomonelia bajo el 3,5 %.

No existen diferencias significativas, entre programas de mancjo de (vdia pomonclla,
que usan mas de 2 aplicaciones de CpGV-L1 por condicién (esto es 90 gd después de primer
vuelo sostenido), con o sin aplicaciones de aceite y los programas que solo usan dos

aplicaciones del virus por condicion, con o sin aceite.
Debido a lo ultimo un huerto bajo confusion sexual, usando una aplicacion a los 90

grados dias después de vuelo sostenido mas otra aplicacion a los 7 o 14 dias después, podria

mantener dafos inferiores al 3,5 %.
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El producto CPGV-L1 es posible de usar dentro de programa de aplicaciones con
insecticidas sintéticos, pudiendo reducir las aplicaciones quimicas hasta en un 50% sin
experimentar diferencias en los porcentajes de frutos daiiados por C. pomonella. Esto ltimo
inclusive en un programa que considera como fechas de aplicacion los periodos de residuos de

los insecticidas.

Ademas CPGV-L1 reduce significativamente la poblacion de larvas invernantes para la

proxima temporada, reduciendo asi la presion inicial de la plaga en el huerto.
Una solucion de cuerpos de inclusion viral pierde su efectividad aumentando la

temperatura y/o el tiempo de almacenaje. Una solucion no debiera almacenarse mas de un afio

y aunque no es totalmente obligatorio el almacenamiento deberia ser bajo refrigeracion (6°C).
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12. ANEXOS.

Esquema de Produccion de CpGV-L1

Colecta de Larvas en Bandas Trampas

Sacar Larvas en Diapausa

Camaras de Ovipostura

Otofio-Inviemo

l

Huevos

|

Larvas
]

| 1

Crtanza 30% Produccion de Vinus

Sexar Pupas
Primavera-Verano

_lnfestaciém

Incubacion

Maceracion

Centrifugacion

I

Titulacion

|

Almacenaje
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La dieta ¢s la elaborada por Pointot y Blues 1970Ann. Zool. ECOL:Anim 2 (1) 79-91., modificada por Guennelon
1981 Agronomie |: 59-64. Es conveniente que sus ingredienies se conserven a bajas temperaturas.

Agua 755 ml
Agar reposteria 15¢
Agar en rama 5g
Harina de maiz 141 ¢
Germen de trigo 353 ¢
Levadura de cerveza virgen 378¢g
Ac. ascorbico Sg
Nipagin 1.8 g
Ac benzoico 23 g
Formaldehido 30% 1.3 ml
Gentamicina 500 mg
Complejo vitaminico 250 my
Micostatin (liguido) 500 ml

Dieta Canadiense (para 1 Lt)

Celulosa

Aserrin

Azicar

Mezcla Vitaminica Vanderzant (Bio-Serv)
Mezcla de Sales, Wesson (Bio-Serv
Parabenmetil

Acido Fumarico

Formaldehido

Cloruro de Choline

Harina de Maiz

Harina de trigo integral

Germen de trigo

Gluten

Agua

Parafina sélida

9g.
75,2 ¢

1

872¢g

401 g
3816

5

1110
580 ¢

0.36 mli

1

38¢g

93.6 g
48¢
624 ¢

3
722 ml

Oy

La parafina se derrite y se barniza una pequeiia capa por sobre la dieta para evitar la deshidratacion.
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Capturas Promedio Estacién Experimental Panguilemo

Temporada 1999-2000
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Captura de Cydia pomonella (2000/2001)
en huerto de los alrededores de San Clemente
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Captura de Cydia pomonella temporada (1999-2000)
y temporada (2000-2001) en un Huerto de San Clemente
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Pauta Unidades de Validacion de proyecto FIA

Evaluacion de formulaciones de microorganismos controladores de enfermedades v plagas cn
cultivos hortofruticola de importancia regional.
Cédigo: C98-1-A-072

Nombre o Razon social: Umiversidad de Talca
Direccion: Longitudinal Sur Km. 245
Locahlidad: Panguilemo.

Teléfono/Fax: 200425

E-mail;

Tipo de mancjo (organico, en transicion, convencional)
Organico

Cultivos en que ha utilizado los biocontroladores (Trichodenna o Virus Granuloso):
Esparragos, hortalizas agroindustriales y bajo plastico.

Niveles de dafios obtenidos con el uso de los biocontroladores:

En esparragos, no hubo daiio superior al 5%, que pudicra ser atribuible a enfermedades de
suelo. En las otras hortalizas se uso tanto preventiva como curativamente, evitando en cl
segundo caso ¢l avance de la enfermedad

Apreciacién de estado general del cultivo, en comparacion con planes de manejo sin los
biocontroladores: :

En general, buen estado de los cultivos durante la ultima temporada de crecimiento
(esparragos). En hortalizas de aire libre y bajo tnvernadero, se ogro un adecuado crecimiento
de los cultivos.

.Seguiria utilizando los biocontroladores?
Si, en términos generales, utilizando un adecuado plan de manejo preventivo, es posible reducir
los niveles de dano por enfermedades.

Recomendaciones:

Es necesario unplementar un mecanismos que permita no tan solo la claboracion del producto,
sino que su comercializacion.
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Evaluacion de formulaciones de microorganismos controladores de enfermedades y plagas ¢n
cultivos hortofruticola de importancia regional.
Codigo: C98-1-A-072

Nombre o Razon social: Sr. Dillman Villa Polauco
Direccion: Los Confines Norte 7

Localidad: Angol I1X region..

Teléfono/Fax: 45-716376

E-mail:

Tipo de manejo (organico, en transicion, convencional)
Convencional

Cultivos en que ha utilizado los:
Desarrollo de plantines horticolas de tomate bajo imvemadero.

Niveles de daiios obtenidos con el uso de los btocontroladores:

En la produccidn de plantines, se logro reducir casi a cero el nivel de daiio producido por el
complejo, de hongos del suelo, cuyo nivel de dafio bajo manejo convencional fue inicialmente
de un 20%. En cultivos de tomate, se logro disminuir 1a incidencia de dafios por hongos
vasculares, especificamente por verticiliosis, que afecto al cultivo durante la temporada pasada,
evitando que afectara mayor numero de plantas

Aprectacion de estado general del cultivo, en comparacion con planes de manejo sin los
biocontroladores:

Se logro un crecimiento y desarrollo adecuados a los requerimientos de la produccion.

;Seguiria utilizando los biocontroladores?
Dependiendo de la seguridad de recibir el producto en forma regular, si.

Recomendaciones:
Lograr mantener una oferta del producto que permita disponer de él, oportunamente.
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Evaluacion de formulaciones de microorganismos controladores de enfermedades y plagas en
cultivos hortofruticola de importancia regional.
Caédigo: C98-1-A-072

Nombre o Razon social: Sr. Jos¢ Moraga
Direccion: San Victor Alamo

Localidad: Linares..

Teléfono/Fax; 73-375051

E-mail:

Tipo de manejo (organico, en transicidon, convencional)
Convencional (frambuecsos) y en transicidn (esparragos)

Cultivos en que ha utilizado los:
Esparragos y Frambuesos

Niveles de darios obtenidos con el uso de los biocontroladores:

En esparragos, no se observo mayor ataque de Fusarium, sélo casos aislados de plantas con
sintomas de |a enfermedad. En frambuesos, segun antecedentes por el agricultor, se aplico para
control de Botrytis obteniendo un buen resultado.

Apreciacion de estado general del cultivo, en comparacion con planes de manejo sin los
biocontroladores:

Esparrago presento un excelente desarrollo vegetacional durante la reciente temporada.
Frambuesa, al comparar el uso de Trichoderma con respecto al de agroquimicos, se obtuvo un
buen nivel de control , del bio-controlador

Seguiria utthzando los biocontroladores?
Si.

Recomendaciones:
Falta inforimacion de este producto.
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Evaluacion de fonnulaciones de microorganismos controladores de enfermedades y plagas en
cultivos hortofruticola de importancia regional.
Codigo: C98-1-A-072

Nombre o Razon social: Sr. Héctor Contreras
Direccion: Parcela , Santa Rita

Locahdad: Pelarco

Teléfono/Fax: 71-370275

E-mail:

Tipo de manejo (organico, en transicion, convencional)
Organico

Cultivos ¢n que ha utilizado los:
En esparragos

Niveles de daiios obtenidos con ¢l uso de los biocontroladores:

En general, sc ha logrado dismunr ta mcidencia de Fusarum, en ef cultive. media Hn
programa tendiente a establecer colonias en un numero cada vez mayor en ¢l suelo, e el {in
de poblar adecuadamente 1a zona de crecimiento de las raices

Apreciacion de estado general del cultivo, en comparacion con planes de manejo sin los
biocontroladores:
Se aprecio un desarrollo vegetativo nonmal, pese al enmalezamiento y ataque de Fusarium

.Seguiria utilizando los biocontroladores?
Si, el agricultor posec un predio organico, por lo tanto, requiere de insumos como los

biocontroladores para el control de ¢::lermedades.

Recomendaciones:
Disponibilidad de productos, mecanismos de distribuciér v oferta en ¢l i+rcado..
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