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1.1 Antecedentes Generales

. ANTECEDENTES GENERALES

Cédigo

PYT-2011-0052

Nombre del Proyecto

Uso de rizobacterias para mejorar el desarrollo y sanidad de

raices en cerezos

Regién de ejecucion:

del Libertador General Bernado O™ Higgins

Agente Ejecutor

Universidad de Chile, Facultad de Ciencias Agronémicas

Agente Asociado

Viveros El Tambo Ltda.

Coordinador del Proyecto

Erwin Aballay E.

1.2 Costo general

Programado

Real

Costo total de la iniciativa

Aporte FIA

Porcentaje aporte FIA

Periodo de Ejecucion

01/06/2011 al 31/05/2014

01/06//2011 al 28/11/2014

1.3 Ejecucion presupuestaria hasta la fecha

Acumulados a la Fecha

Monto

Suma cuotas programadas

Suma cuotas pagadas

Aportes FIA
Suma gasto programado
Suma gasto real
Gasto programado
Gasto real

Aportes Contraparte

Gasto pecuniario programado

Gasto pecuniario real




2. RESUMEN EJECUTIVO

El objetivo de este proyecto fue la formulacion de un biopesticida para el control de
nematodos, en base a cepas de rizobacterias, seleccionadas previamente desde cultivos de vides
en produccion, las cuales en estudios previos en condiciones de invernadero, mostraron efectos
antagonistas a nematodos en términos de control (efecto nematicida) y positivos sobre el desarrollo
radical (efectos nematicida y nemostatico).

En una primera etapa de la investigacion, se realizaron ensayos de campo, en la Regién
del Libertador General Bernardo O' Higgins, en huertos de cerezo, provenientes de replante, con
poblaciones medias a altas de nematodos fitoparasitos. Las plantas fueron inoculadas con las
cepas de rizobacterias pre seleccionadas, antes de la plantacién, y reinoculadas después de la
plantacion, para reforzar su colonizacién en la zona radical. Durante dos temporadas, se evalué la
presencia de dafos en raices, vigor y poblacion de nematodos. Posteriormente, una selecciéon de
las 3 cepas mas efectivas fueron formuladas en base a diferentes acarreadores.

En ensayos de laboratorio, se evalu6 la viabilidad de las cepas bajo diferentes
formulaciones. Para ello se contd con la colaboracion de la empresa Biogram S.A., la cual evalud
diferentes alternativas para el mantenimiento de las cepas. Se logré finalmente establecer dos
formulaciones adecuadas para uso comercial. La primera es un polvo, el cual puede ser utilizado
principalmente para inmersiones de plantas de antes de la plantacion en el terreno y para
aplicaciones al hoyo de plantacion, una vez disuelto en agua. La segunda es un formulado liquido,
el cual puede ser utilizado principalmente para inyecciones a los sistemas de riego. En ambos
casos $e pretende llegar al destino final de la aplicacién con una concentracion de indculo de 1x10°
ufc ml™.

En ensayos de invernadero, con plantas de cerezo in vitro, se evaluaron las cepas puras y
formuladas, durante 5 meses.

Las cepas evaluadas en su etapa final presentan la capacidad de disminuir la poblacion de
nematodos fitoparasitos en el suelo y algunos dafios en raices. Junto con ello, hay una tendencia
importante en aumento de vigor en las plantas tratadas.

Dentro de las proximas semanas, y fuera del plazo del proyecto, se procedera al inicio de
estudio de factibilidad de patentar, en favor de la Universidad de Chile. Este proceso, lo llevara a
cabo una empresa especializada en la materia, la cual hara el depésito de las mismas en un banco
de microorganismos.

El agente asociado, utilizara el producto para diferenciar su material en el mercado,
vendiendo plantas inoculadas. A partir del patentamiento, si es que es factible, el Ejecutor
licenciara la comercializacion y distribucion de este material entre empresas distribuidoras de
agroquimicos a nivel nacional, estableciendo los privilegios que corresponda para el uso y
explotacion de la tecnologia, por lo cual cobrara un porcentaje de las ventas netas.

Un producto de este tipo es de alta conveniencia, ya que evita la contaminaciéon del suelo,
riesgo para operarios y consumidores, la presencia de residuos en la fruta, y aumenta los efectos
de mediano y largo plazo, ya que hay una colonizacién por el establecimiento en la rizosfera de las
plantas.



3. INFORME TECNICO

31 Objetivo general

3.1.1 Obtener formulados de las cepas de rizobacterias nativas aisladas desde suelos agricolas
en Chile, efectivas para el control de nematodos fitoparasitos presentes en suelos cultivados con
frutales, tomando los cerezos como modelo de uso

Logrado. Las 4 cepas de rizobacterias seleccionadas de los ensayos de campo, que
mostraron mayores efectos en el control de nematodos fitoparasitos, y estimulacién en el
crecimiento radical, fueron formuladas en estado polvo y liquido, por la empresa colaboradora
BIOGRAM S A.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Seleccionar las cepas de rizobacterias que sean mas efectivas para la disminucion de las
poblaciones de nematodos fitoparasitos (efecto nematicida).

Logrado. De los ensayos establecidos en campo, se seleccionaron 4 cepas de
rizobacterias nativas, que mostraron efectos en el control de nematodos fitoparasitos, incluyendo
los géneros mas agresivos en cerezo, como son Pratylenchus y Xiphinema.

3.2.2 Seleccionar las cepas de rizobacterias que aunque no elimine nematodos, protejan el
desarrollo radical de plantas de cerezos, por medio de la inhibicién del atague de los nematodos
(efecto nemostatico).

Logrado. Se seleccionaron 4 cepas de rizobacterias de acuerdo a su potencial
biocontrolador de nematodos, como también por su efecto positivo en el desarrollo y crecimiento
radical.

3.2.3 Obtener un formulado desarrollado con las 3 cepas mas eficaces para inmersiones de
raices y aplicaciones al suelo.

Logrado. Se obtuvieron formulados en estado liquido y polvo, con 4 cepas de rizobacterias
seleccionadas en ensayos de campo previos.

3.2.4 Proteger los resultados de la investigacion, mediante patente de invencion.

La proteccién de los resultados obtenidos en la presente investigacion, se realizara fuera
de los plazos establecidos en el proyecto. En los proximos dias, se dara curso al estudio de
factibilidad de patentar y posteriormente al depésito de las cepas de rizobacterias en el banco de
microorganismos del INIA. Esta labor se realiza a través de la Direccion de Innovacién de la
Vicerrectoria de Investigacion y Desarrollo de la Universidad de Chile, contando para ello con los
servicio de la empresa especializada Jarry

3.2.5 Difundir al medio los resultados obtenidos.

Logrado. En septiembre de 2014, se realizé una charla de difusién de resultados, dirigida
principalmente a viveristas y agricultores de cerezo, como también a asesores y representantes de
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empresas quimicas. Conté con la participacion de Marcia Barraza, directora de la Asociacion
Gremial de Viveros Frutales (AGVF), y Erwin Aballay, Investigador principal.
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4. METODOLOGIA DEL PROYECTO

41 Evaluacion del efecto de cepas de rizobacterias nativas sobre la poblacion de
nematodos fitoparasitos y sobre el crecimiento de la planta, en condiciones de campo.

4.1.1 Evaluacion de la actividad supresiva de las selecciones de rizobacterias sobre |la poblaciéon
de nematodos fitoparasitos, en raices de plantas inoculadas, en condiciones de campo.

4.1.1.1 Seleccion de los campos de ensayo

A partir de la base de datos del Laboratorio de Nematologia de la Universidad de Chile, y
de los antecedentes entregados por Viveros El Tambo, se estableci6 contacto con los productores
de cerezo de la Regiéon del Libertador General Bernardo O' Higgins y se realizé una prospeccion
para determinar la poblacién actual de nematodos fitoparasitos en el suelo.

Se seleccionaron 3 predios para el establecimiento de los ensayos, ubicados en las
comunas de La Paloma, Nancagua y Tinguiririca, provincia de San Fernando. La investigacion se
realizé durante la temporada 2011-2014.

Todos los predios contaban con un programa de replante de cerezo y el suelo presentaba
poblaciones consideradas medias a altas (200 individuos / 250 cm® de suelo) de nematodos
fitoparasitos, principalmente de los géneros Xiphinema'y Pratylenchus.

Predio La Paloma: Corresponde a un predio que presenta un suelo de caracteristicas
franco, con bajo nivel de pedregosidad, previamente cultivado con durazneros. La variedad
establecida es Lapins, injertada sobre el patrén Colt, con una densidad de 1.250 plantas ha”, con
riego por goteo y un caudal de agua de 9 m*h” ha™.

Precio Nancagua: Distante alrededor de 100 km hacia la costa del anterior, establecido en
un suelo muy pedregoso, de textura franco a franco arcilloso. La variedad plantada es Lapins,
injertada en el patron Colt, regado por surcos. La plantacion se encuentra a una densidad de 888
plantas ha .

Predio Tinquiririca: Ubicado a 50 km hacia el sur del primer estudio. Se establecieron
plantas de la variedad Bing injertadas sobre el patron Colt. El sustrato proveniente de vivero es a
base de corteza de pino. La plantacion se realizé en un sector del predio previamente cultivado con
cerezos, que fue arrancado a los 5 afios por problemas de variedad. La plantacién se encuentra a
una densidad de 888 plantas ha™, regadas por surcos.

4.1.1.2 Preparacion del material vegetal
Para las evaluaciones de campo, en el sector de replante, se utilizaron plantas de cerezo

variedad Lapins (predio La Paloma y Nancagua) y Bing (predio Tinguiririca), todas sobre patrén
Colt, de 1 afio de edad, entregadas por Viveros El Tambo.
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4.1.1.3 Preparacién del terreno

Una vez seleccionados los campos, el trabajo de suelo fue el habitual utilizado por el
productor para la preparacion del terreno, es decir, riego, aradura, rastraje y eliminacién de restos
de raices del cultivo anterior. No se aplicaron productos con efectos nematicidas o enraizante.
Todas las plantas tuvieron condiciones de manejo semejantes.

4.1.1.4 Preparacion del inéculo bacteriano

Los aislados bacterianos guardados en temperatura ultra baja (-70°C), fueron inoculados
sobre medio TSBA 50% (agar-caldo de soya tripticasa) y cultivados por 48 horas a 22°C, para
verificar su pureza. Las colonias puras fueron inoculadas en caldo TSB (caldo de soya tripticasa) al
100% de su concentracién e incubadas por 24 horas en agitador orbital (160 rpm) para su
multiplicacion a temperatura ambiental. El inéculo es aplicado a una concentracion de 10° ufc mi™
(unidades formadoras de colonias) por planta.

En laboratorio, se inicia con un volumen de 98 ml TSB 100%, al cual se le adiciona 2 ml de
indculo bacteriano previamente cuantificado a 1x10™ ufc mI™'. Después de 24 horas de agitacion
orbital, el volumen inicial de 100 ml llega a la concentracion de 1x10° ufc mI™'. En forma estéril, el
indculo de 100 ml se transfiere a un frasco tapa rosca estéril, y se diluye al volumen de 1.000 ml
con una solucion isoténica estérii de MgSO, 0,01 N, para cada cepa. El frasco tapa rosca
constituye el inéculo concentrado 10° ufc mI™, que se transporta en condiciones seguras al sitio de
trabajo, en una hielera que mantiene una baja temperatura.

4.1.1.5 Establecimiento de los ensayos
41.1.5.1 Muestreo de suelo

Para determinar la poblacion inicial de nematodos, se tomaron muestras de suelo con una
pala, compuestas por 25 submuestras, para lograr una muestra de 1 kg de suelo, en cada parcela
de ensayo, a una profundidad de 20-30 cm, donde se encuentra la mayor cantidad de raices
absorbentes. Las muestras, fueron colocadas en bolsas plasticas, para evitar su deshidratacion,
impidiendo que quedaran al sol directo, transportadas en una hielera y luego almacenadas en
camara de frio a 9-11°C, hasta su procesamiento.

411562 Extraccion de formas moviles y analisis nematolégico

La extraccion de formas méviles de nematodos y analisis nematoldgico, se realizaron en el
Laboratorio de Nematologia de la Universidad de Chile.

La extraccién de formas méviles de nematodos del suelo, se realizé a través del método de
tamizado de suelos propuesto por Christie y Perry (1951), que utiliza tamices de 850, 180, 75 y 45
um de abertura de orificio de malla, mas un periodo de filtrado en papel absorbente por 48 horas
en embudo de Baermann (Hooper, 1986) de 15 cm de diametro, en base a 250 cm?® de suelo. Para
mejorar la eficiencia en la extraccion de ejemplares de Xiphinema index, se utilizé el método de
extraccién de Brown y Boag (1988), donde las muestras de suelo son filtradas solo en tamices de
850 y 250 uym de abertura de orificio de malla, y luego a través de una malla de nylon de 90 pm por
24 horas.

Posteriormente, se procedié al conteo e identificacion de los géneros de nematodos
colectados, bajo lupa estereoscopica de 90X de aumento, para determinar cualitativa y
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cuantitativamente la poblacion de nematodos fitoparasitos y de vida libre presentes en las
muestras.

41153 Inoculacién de plantas

Para la inoculacion, las raices de la plantas de cerezo fueron inocgladas c9n la suspension
bacteriana a una dosis de 4 L por planta, con una concentracion de 10° ufc ml”, para todos los
predios, cuando las plantas aln se encontraban en contenedores plasticos, macetas, en el Vivero.

La plantacion se realizé en diciembre 2011, enero y agosto 2012, para los predios La
Paloma, Nancagua y Tinguiririca, respectivamente. Una vez que las plantas fueron trasplantadas,
se agregd una segunda dosis de 4 L por planta de la suspension bacteriana, alrededor de cada
planta, en orificios bien distribuidos en toda la zona radical.

En los 3 predios, una vez establecidas las plantas, se realizaron aplicaciones con las
suspensiones bacterianas 2 veces por afo, durante 2 temporadas, la primera a mediados de
primavera y la segunda en otofo, aplicando una suspension bacteriana en la misma concentracion
inicial, en una dosis de 4 L por planta mediante drenching, sobre suelo hiumedo y removido para
facilitar la penetracion de la suspension. Una vez aplicadas las suspensiones, se regé suavemente
para permitir la movilidad de las suspensiones en profundidad.

En el campo se preparan baldes secos previamente desinfectados con etanol técnico. En
cada uno, se diluye 200 ml de inéculo 100 veces con agua de riego, por cada tratamiento, hasta
llegar a 20 L de in6culo con una concentracion 1x108 ufc mI™. El protocolo de diluciones se realiza
cuidadosamente, evitando cualquier factor contaminante, para cada cepa bacteriana, en cada
ensayo de inoculacion de raices y suelos. Ademas se evita esparcir indculo en forma accidental en
el medio.

En los campos con riego por surco, el inéculo se distribuye en forma uniforme en todo el
area radical, en tazas previamente hechas alrededor de los troncos. En el campo con riego
tecnificado, la primera inoculacion se realiza en tazas alrededor de los troncos, mientras para las
reinoculaciones se realizan en tazas tanto alrededor del tronco, como en la zona de los goteros, y
el indculo se distribuye en todas las tazas para abarcar el nuevo crecimiento radical.

Antes y 60 dias después de la aplicacion de los tratamientos, se realizaron muestreos de
suelo, con el propésito de verificar la efectividad de la aplicacién en el manejo de las poblaciones
de nematodos fitoparasitos

41154 Tratamientos

Los tratamientos se pueden ver en las “Fichas Técnicas”. Se establecieron 7 u 8
tratamientos con cepas de rizobacterias, ademas de un testigo quimico (Cadusafos) y un testigo
absoluto, correspondiente a plantas no bacterizadas. Las plantas se desarrollaron de acuerdo al
programa de manejo general del predio, evitando el uso de activos con accion nematicida o
bioestimulante del crecimiento de raices.

4.1.1.6 Evaluacion del potencial supresivo en la poblacion de nematodos, en condiciones de
campo

El comportamiento de las poblaciones de nematodos durante la realizacion del ensayo, fue
evaluado mediante el Indice Reproductivo (R), el cual indica la variacién de la poblacion final
respecto a la poblacién inicial (P#/P;), asi un valor menor a 1 indica una disminucién del numero de
nematodos:
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Poblacion final (Pf)
Poblacién inicial (Pi)

indice Reproductivo (R) =

Los datos se expresaron como N° de nematodos 250 cmde suelo.

Para determinar la efectividad de las cepas de rizobacterias con potencial supresivo, se
evaluo el Porcentaje de control, segun la siguiente férmula:

Testigo

Porcentaje de control (%) = [1 ] * 100

" Tratamiento

4.1.2 Evaluacién de la actividad promotora de crecimiento de las selecciones de rizobacterias, en
raices de plantas de vid, en ensayos de campo.

En forma simultanea a la evaluacién de la poblacién de nematodos, se evalud la presencia
de sintomas particulares y significativos en las raices y la parte aérea de la planta, con el proposito
de verificar diferencias en el crecimiento vegetativo, atribuibles los tratamientos con rizobacterias.

4.1.2.1 Evaluacién de vigor

Se evalué el Area de Seccidon Transversal de Tronco (ASTT) con un pie de metro, 10 cm
sobre la unién patrén-injerto, una vez por temporada, para determinar el crecimiento acumulado
aflo a ano.
4.1.2.2 Evaluacion de sintomas de dafio

Se evalud la presencia de sintomas del dafio causado por nematodos en raices,
correspondientes a nédulos, para el caso de Meloidogyne, necrosis para Pratylenchus mas el

numero de deformaciones apicales, para el caso de Xiphinema americanum s.I.. Se establecié una
serie de 1 (dafo severo) hasta 10 (sin dafo) para evaluar el estado de las raices.

4.1.3 Disefo experimental

El disefio estadistico corresponde a bloques completamente aleatorizados. Segun cada
predio, se establecieron 9 o 10 tratamientos con 5 repeticiones. La unidad experimental
correspondié a un grupo de 4 o 5 plantas (Ver Fichas Técnicas).

Para el andlisis de los datos de las poblaciones de nematodos, se utilizaron los indices
Reproductivos, previo a esto, fueron transformados a logaritmos segun la formula LOG (x+1), para
ajustar las poblaciones a una curva de distribucién normal. Posteriormente, los datos obtenidos
fueron analizados con un analisis de varianza ANDEVA, utilizando el programa Minitab 15,
determinando la existencia de diferencias estadisticas significativas entre los tratamientos. En caso
de obtenerse diferencias, se realizé el Test de Dunnet (p < 0,05), para separar las medias.
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414 Problemas metodoldgicos enfrentados

En esta actividad, no se presentaron problemas metodolégicos.

415 Adaptaciones o modificaciones introducidas durante la ejecucién del proyecto, y razones
que explican las discrepancias con la metodologia originalmente propuesta.

En esta actividad, no se realizaron adaptaciones o modificaciones durante la ejecucion del
proyecto.

4.2 Elaboracion de un formulado en base a rizobacterias

421 Desarrollo de formulaciones bacterianas controladoras de nematodos fitopatégenos

Su importancia esta basada principalmente en la protecciéon de las bacterias (células), con
“el objetivo de obtener un producto que dure por tiempos prolongados y resista una cadena de
distribucion comercial. Las matrices que confieren esta proteccion celular deben funcionar como
capas protectoras, evitar la deshidratacion acelerada de las células y disminuir el metabolismo
llegando a un estado de dormancia para prolongar su actividad.
4.2.1.1 Protocolo utilizado para la Formulacion Liquida

42111 Preparacién de matriz protectora: (secreto industrial)

Matriz compuesta por componentes organicos, polialcoholes y polisacaridos, que confieren
proteccion a las células bajando el metabolismo de las mismas.

42112 Procedimiento, produccion del formulado liquido utilizado

Terminada la fermentacion, se realiza el control de pureza mediante tincion Gram vy
recuento viable de células para determinacion de concentracion.

Tomar muestras de control para trazabilidad (200 cc), en envase estéril.
Mezclar con matriz liquida en proporcién de 1:1

Homogenizar la mezcla

Fraccionar en envases de 250cc

Tomar muestras para control; 3 muestras de 100 cc cada una. Las mediciones a realizar
corresponden a pH, densidad y recuento viable.

Almacenar en camara de refrigeracion (4-6°C) y sala climatizada (23-25°C)

Realizar control de estabilidad luego de 7 dias, 15 dias y posteriormente de forma mensual.
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Las mediciones a realizar corresponderan a pH, densidad y recuento viable.

4.2.1.2 Protocolo utilizado para la Formulaciéon Sélida, en este caso polvo
42121 Preparacion de matriz osmoprotectora (protector de deshidratacion celular)

Matriz compuesta por componentes organicos, polialcoholes, hidrato de carbono vy
polisacaridos, que confieren proteccion a las células disminuyendo la tasa de deshidratacion de en
el momento del procedimiento de secado.

42122 Procedimiento de mezclado Biomasa con Osmoprotector

Terminada la fermentacion, realizar control de pureza mediante tincién Gram y recuento
viable de células para determinacién de concentracion.

Tomar muestras de control para trazabilidad (200 cc), en envase estéril.
Mezclar con matriz liquida en proporcion de 1:1
Homogenizar la mezcla

Tomar muestras para control; 3 muestras de 100 cc cada una. Las mediciones a realizar
corresponden a pH, densidad y recuento viable.

Almacenar muestras en camara de refrigeracion (4-6°C) y sala climatizada (23-25°C)

42123 Procedimiento de adsorcion de células en soporte sélido (proceso con proteccion
industrial)

Las células ya mezcladas con el osmoprotector son adicionas al soporte sélido en el cual
son adsorbidas.

La proporcion de solido-liquido debe ser tal que no se produzca escurrimiento en el
momento de mezclado.

El mezclado con el soporte sélido debe ser cuidadoso para que la homogeneidad y
cantidad de liquido sea adsorbida en su totalidad por el carrier.

Posteriormente la mezcla es pasada a un tunel de secado con aire forzado en el cual se
controla temperatura, humedad y velocidad del aire.

Se debe mantener un control continuo con mediciones de humedad rapida para controlar la
velocidad de secado y la humedad 6ptima para no provocar un shock osmético en las células.
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Los parametros del tunel de secado se muestran en la siguiente tabla

Parametro Valor
Temperatura sala 23=25°C
Humedad sala 60 — 30%
Tiempo 3a7dias

Salidade aire

El proceso de secado se lleva a cabo por
medio de secado con aire forzado horizontal y
extraccion del aire humedo en el final de cada
linea.

El proceso debe dejar las células en
estado de dormancia, mediante la evaporacion
lenta del agua y llegando a una Humedad entre
8-5%.

Se requiere que el proceso de secado
sea lento e idealmente el material puesto en los
tuneles cargado como monocapa.

La temperatura no debe ser elevada para
no aumentar la tasa de evaporacion y el aire de
ingreso no ser a una velocidad alta para no
provocar polvo en suspension y contaminacion
cruzada con otros procesos, ademas de
esparcimiento de material particulado dentro de
la sala de secado.
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El tiempo de secado, para cada una de las células es variable, no es un proceso que
pueda ser trabajado para todas por igual, lo que suma procesos en serie de produccién, partiendo
desde la programacion de las fermentaciones hasta llegar a este punto. Esto se soluciona con el
aumento de unidades de secado.

Un punto a considerar es la carga de producto en cada tunel, ya que el aumento de
material en secado aumenta la humedad y debe optimizarse el proceso de extraccion del aire
humedo dentro del tunel, sin aumentar la velocidad de evaporacién de agua desde las células, ya
que produce shock osmético y muerte de las células por una disminucién de su actividad de agua
demasiado rapida.

La evaluacion de los distintos carriers evaluados, mostro tener distintos efectos en el
proceso de secado, por tratarse de un proceso aséptico y no estéril, se debid ajustar la carga por
tunel, la humedad, la velocidad del aire cada tunel, sumar procesos de volteo y evaluar mas
carriers por condiciones de contaminacién.

4.2.2 Problemas metodoldégicos enfrentados

No se enfrentaron problemas metodoldgicos. La empresa encargada de realizar la
actividad de formulacion, Biogram S.A., posee amplia experiencia en el tema

4.2.3 Adaptaciones o modificaciones introducidas durante la ejecucién del proyecto, y razones
gue explican las discrepancias con la metodologia originalmente propuesta

No se realizaron modificaciones durante la ejecucién del proyecto.

4.3. Evaluacion de los formulados en condiciones controladas

4.3.1 Evaluaciéon de los formulados sobre |la poblacién de nematodos fitoparasitos, en raices de
plantas inoculadas, en condiciones controladas

4.3.1.1 Lugar de estudio

La investigacion se realizd en los invernaderos de la Fac. de Agronomia de la Universidad
de Chile, ubicados en la comuna de la Pintana, Regién Metropolitana, bajo condiciones controladas
de temperatura, luz y humedad, durante la temporada 2014. Para los ensayos, se utilizaron plantas
de cerezo in vitro variedad Colt, provenientes del Vivero Agromillora.

4.3.1.2 Recoleccién del sustrato naturalmente infectado
Para el llenado de las macetas se procedié a colectar un volumen de 100 L de suelo
naturalmente infectado con nematodos, proveniente de la localidad de Casablanca. El suelo fue

homogenizado y utilizado para llenar cada maceta de 500 cm?®, las que posteriormente fueron
inoculadas con los preparados bacterianos.
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4.3.1.3 Preparacion del indculo bacteriano

En el estudio se utilizaron 4 cepas que fueron seleccionadas en el 4.1, ya sea por su
potencial biocontrolador de nematodos fitoparasitos, o como cepas no supresivas que presentaron
potencial bioestimulante del crecimiento de raices.

La preparacion de cepas puras, fue realizada bajo los mismos protocolos utilizados en
4.1.1.4, mientras que las rizobacterias formuladas, fueron preparadas por la empresa Biogram
S.A., que colabora permanentemente con el Laboratorio de Nematologia de la Universidad de
Chile, como se indica en el 4.2.

4.3.1.4 Establecimiento de los ensayos
4.3.1.41 Muestreo de suelo

Se determind la poblacién inicial de nematodos presentes, realizando un analisis
nematolégico del suelo obtenido, como muestra el 4.1.1.5.1.

43142 Extracciéon de formas méviles y analisis nematologico
La extraccién de formas méviles del suelo, se realizé como se describe en 4.1.1.5.2.

Para la extraccion de nematodos endoparasitos de raices, se usé el método de incubaciéon
de tejidos. Para el desarrollo de esta técnica, se usaron 10 gr de raices con un diametro de hasta 5
mm, las que fueron cuidadosamente lavadas para eliminar todos los restos de suelo. Mientras
todavia estaban humedas, se cortaron en pequefios trozos de 5-10 mm y se colocaron en frascos
de vidrio de 500 ml de capacidad, agregando una fina ldmina de agua en el fondo. Los frascos,
semitapados para evitar la proliferacién de hongos patégenos, se almacenaron a una temperatura
de 20-25°C. Se extrajo una muestra diaria, agregando 100 ml de agua cada vez, agitando
enérgicamente para dejar los nematodos en suspension. Posteriormente se recogié el agua para
su analisis en lupa estereoscoépica, dejando las raices nuevamente inmersas en una fina lamina de
agua. Este procedimiento se repitié durante 3 dias.

43143 Inoculacién y trasplante

Esta etapa se realiza en abril de 2014. Previo a la inoculacién, las plantas fueron
separadas del sustrato que las protegia, dejandolas a raiz desnuda, y sumergiéndolas en agua
desmineralizada por un corto periodo de tiempo. Para la inoculacion, las plantas de cerezo, fueron
sumergidas durante 20 minutos en el inéculo bacteriano, segun indica cada tratamiento. Luego del
trasplante, cada planta es reinoculada con una solucién de 75 ml de la suspensién bacteriana, a
una concentracién de 10° ufc mi”, logrando la saturacion del sustrato, evitando el escurrimiento.

En el caso de los tratamientos con nematicidas, la aplicacion de los productos se realiza
posterior al trasplante.

Las plantas se mantienen en invernadero de vidrio, a temperatura controlada de 20-25°C,
con 15 horas de luz, por un periodo de 5 meses.

Este ensayo es repetido en el mes de mayo, con un nuevo sustrato. Esta vez, el suelo
naturalmente infectado con nematodos fitoparasitos, es mezclado con arena, para mejorar la
retencion de humedad. Se utilizan plantas de igual variedad, obtenidas en el mismo vivero. Se
mantienen bajo iguales condiciones de agua, luz y temperatura. Luego de 5 meses, se realiza la
cosecha de las plantas, para posterior evaluacion.
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Se establecieron 6 tratamientos con rizobacterias, ademas de un testigo quimico
(Cadusafos), un testigo biolégico, un testigo absoluto, todos correspondientes a plantas no
bacterizadas.

Los productos se mantuvieron sin exposicion a altas temperaturas ni radiacion solar
directa.

43144 Tratamientos

Los tratamientos aplicados se muestran en “Fichas Técnicas”.

4.3.1.5 Evaluacién de la formulacion

Cinco meses después de la inoculacion con los formulados y bacterias puras, se realizé la
cosecha de las plantas y la evaluacion de los parametros de vigor, la poblacién de nematodos y los
sintomas de dafio en raices.

La evaluacion de la poblaciéon de nematodos se realizd6 como se describe en 4.1.1.6,

mientras que para verificar la respuesta de las plantas al tratamiento con los formulados y bacterias
puras se realiz6 las evaluaciones descritas en 4.1.2.

4.3.2 Disefio experimental

El disefio estadistico corresponde a bloques completamente aleatorizados, con 9
tratamientos de 10 repeticiones cada uno. Cada unidad experimental corresponde a un grupo de
10 plantas. Las diferencias entre los tratamientos fueron analizadas mediante ANDEVA, con un
nivel de confianza de 5%. Se utilizd el test de Dunnet para la separacién de las medias.

4.3.3 Problemas metodolégicos enfrentados

Originalmente, fue contemplado un ensayo en invernadero. Sin embargo, el suelo
naturalmente infectado que se utilizd, era de textura gredosa, e impedia el buen crecimiento y
desarrollo radical. El agua era retenida en superficie, y al cabo de unas horas, se encontraba
absolutamente compactado.

4.3.4 Adaptaciones o modificaciones introducidas durante la ejecucién del proyecto, y razones
que explican las discrepancias con la metodologia originalmente propuesta

Se decide establecer un segundo ensayo, bajo las mismas condiciones de temperatura,
agua y luz, con plantas provenientes del mismo vivero. Esta vez, se utilizd suelo naturalmente
infectado mezclado con arena, para mejorar su capacidad de infiltracion.
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4.4 Caracterizacion fisioldgica y genética de las cepas de rizobacterias con mayor efecto
supresivo y/o con mayor efecto en la promocion del crecimiento.

Las cepas rizobacterianas con mejores resultados en los parametros valorados, fueron
sometidas a analisis bioquimicos y fisiologicos, con el objetivo de identificar tanto los metabolitos y
enzimas asociados al control de nematodos y la promocion del crecimiento vegetal, como también,
dilucidar los sustratos utilizados por la bacteria, los cuales directamente influencian su reproduccion
y por supuesto su establecimiento en condiciones de campo. Los resultados generarian
informacion base para el desarrollo futuro de cepas idéneas en determinados cultivos y/o
condiciones edéficas. Los medios de cultivo que se utilizaron para llevar a cabo dicho objetivo, se
describen a continuacion:

441 Caracterizacidon de la actividad fisiolégica, metabolitos y enzimas asociados a la actividad
nematicida de las rizobacterias

Medios de Cultivo: Para el desarrollo de la investigacion se utilizaron cuatro medios
microbiolégicos de cultivo, con propoésitos especificos.

Tryptic Soy Broth-Agar (TSBA): Reactivaciéon y multiplicacion de bacterias para
evaluaciones sobre nematodos y evaluaciones bioquimicas. Concentracién 100% compuesta por:
30 g I'" de Tryptic Soy Broth (TSB; BectonDickinson y Co., USA); 15 g I" de Bacto Agar
(BectonDickinson& Co., USA).

Tryptic Soy Broth Liquido (TSBL): Multiplicacion de las cepas para la extraccion de
filtrados. Concentracion 100%, compuesta por 30 g I de TSB.

NutrientBroth (NB): Almacenamiento cepas. Medio compuesto, relacion 1:1 vy,
NutrientBroth 0,8% (Difco, USA) y Glicerina (Aballay et al., 2011)

Agar Congo Red: medio selectivo para Agrobacterium sp., concentracion 100% compuesta
por: 30 g I de Tryptic Soy Broth (TSB; BectonDickinson y Co., USA); 15 g I de Bacto Agar
(BectonDickinson& Co., USA) y 0,08 g & Congo red colorante histologico.

4.4.1.1 Identificacion de Metabolitos y Enzimas de las Rizobacterias

Las 6 cepas mejor evaluadas en condiciones de terreno, fueron sometidas a una serie de
pruebas bioquimicas para determinar la ausencia o presencia de algunos metabolitos vy
exoenzimas, posiblemente con efecto nematicida.

Todos los ensayos fueron repetidos cuatro veces, para verificar la consistencia de los
resultados. La producciéon de algunos metabolitos y exoenzimas fue variable, por lo cual, en
algunas ocasiones, fue necesario repetir mas de cuatro veces el ensayo y generar escalas de
calificacion arbitrarias para expresar los resultados.

44111 Quitinasas y Colagenasas
La presencia o ausencia de quitinasas y colagenasas, fue determinada con el sistema de
placas MT2 MicroPlateTM (Biolog Inc., CA, USA). Normalmente una placa de la tecnologia

MicroPlate, estda compuesta por 96 pocillos, que contienen un colorante redox de tetrazolio, un
medio de cultivo tamponado y una fuente de carbono. Las placas MicroPlate pueden entregar

22



informacion de la habilidad de un organismo para utilizar u oxidar diferentes compuestos, de un
panel preseleccionado de fuentes de carbono, por lo tanto, nos puede mostrar un perfil metabdlico
de una poblacién o comunidad de microorganismos. Los pocillos que componen las placas de la
referencia MT2, solo tienen el colorante redox y el medio de cultivo tamponado, por lo tanto,
ofrecen la flexibilidad al usuario de disefiar o seleccionar diferentes fuentes de carbono (sustratos)
y evaluar la habilidad de la poblacion bacteriana para utilizarla. En este caso se prepararon
sustratos afines a las enzimas que se pretendian evaluar: quitina y colageno.

Se utilizd una placa MT2 para cada enzima, repitiendo cada ensayo en cuatro ocasiones
en periodos de tiempo diferentes, donde cada segmento correspondia a una repeticion. Se
prepararon tres sustratos, dos para quitinasas y uno para colagenasas. A continuacion se
describen los respectivos sustratos:

Quitinas: se utilizaron dos fuentes de quitina, quitina comercial (QC) derivada de caparazén
de crustaceos (Sigma-Aldrich, MO, USA), y quitina solida (QS) que se prepar6 a partir
exoesqueleto molido de centolla chilena (Lithodessantolla molina), un subproducto que se obtiene
en la industria alimenticia. Se prepar6 una solucién en agua destilada de QC (5 g I’ "); De la misma
forma se realizé una solucién de QS, macerando 5 g con nitrégeno liquido y diluyéndolo en 50 ml
de agua destilada. Ambas soluciones fueron autoclavadas a 121°C durante 20 minutos.

Colageno: se utilizé como fuente un producto comercial a base de cartilago traqueal de
bovino (Sigma-Aldrich, MO, USA). Se diluy6é en agua destilada (6 g I ) La solucion fue autoclavada
a 121°C por 20 minutos.

Montaje y evaluacion: Bajo condiciones esterlles fue realizada una suspension bacteriana
de la cepa, ajustandola a una concentracion de 10° ufc mI”. En cada pocillo de las placas, en el
siguiente orden, se inocularon 110 pl de la suspensién bacteriana y 40 pl del sustrato a evaluar. Se
utilizaron otros pocillos de la misma placa como controles, donde se inoculdé agua mas sustrato y
agua mas suspension bacteriana, conservando la misma proporcién en el volumen del sustrato y
las bacterias. Las placas fueron incubadas a 24°C durante 72 horas, efectuando evaluaciones
visuales cada 12 horas. El color violeta del tetrazolio determiné ia actividad de la cepa con el
sustrato administrado.

44112 Acido Cianhidrico (HCN)

En medios de cultivo solido de TSBA 50% con glicina al 0,44% p/v, bajo condiciones
estériles, fueron sembradas las cepas en placas Petri. Posteriormente, previo a la incubacion, en la
cara interior de la tapa, fue colocado un disco de papel filtro estéril, humedecidos anticipadamente
en la solucién de Acido Picrico/Carbonato de Sodio, de acuerdo a Kloepper et al. (1991). Se
incubaron durante 96 horas a 24°C. El cambio de coloracion del papel filtro, de amarillo al color
anaranjado, determiné la presencia del metabolito.

44113 Acido Sulfhidrico (H,S)

En medios de cultivo solido de TSBA 50%, bajo condiciones estériles, fueron sembradas
las cepas en placas Petri. Posteriormente en la cara interior de la tapa, fue colocada una tira de
papel de acetato de plomo (Macherey-NagelGmbH& Co. Duren, Alemania) de 3 cm de largo. Las
placas se incubaron a 22°C durante cuatro dias. El cambio de coloracion del papel, de blanco a
gris, indico la produccion del metabolito.

44114 Proteasas

En placas Petri con medio de cultivo sélido, compuesto por leche descremada (15 g I-1)
(Merck, Alemania) y Bacto Agar (15g I-1), bajo condiciones estériles, se sembraron las bacterias y
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posteriormente se incubaron durante cinco dias a 22°C. Transcurrido este tiempo, se midi6 el radio
del halo traslucido generado en el agar, indicador de la actividad proteolitica de la enzima. La
escala de calificacion se determind segun: Radio del halo < 1 cm, produccién baja; > 1 < 4 cm,
produccién media; > 4cm, produccion alta; sin halo, actividad negativa.

44115 Catalasas

Las cepas fueron reactivadas, posteriormente se incubaron en TSBA durante 24 horas a
22°C. Bajo condiciones estériles, en portaobjetos se coloco una muestra de cada cepa,
seguidamente fue agregada una alicuota de peréxido de hidrégeno. Se evalué visualmente la
produccion de burbujas, como indicador de la presencia de la enzima.

44116 Lipasas

Se utilizaron dos pocillos de las placas EcoPlateTM (Biolog Inc., CA, USA), empleadas
para el perfil fisiolégico, los cuales contienen como fuente de carbono Tween 40 y Tween 80, dos
ésteres con &cido palmitico y &cido oleico, respectivamente, mas sorbitol. La actividad de esta
enzima fue positiva cuando la coloracion de los pocillos fue violeta.

Las condiciones de incubacion y concentracion de las bacterias, se describen en el parrafo
caracterizacion fisioldgica de las rizobacterias.

4.4.1.2 Caracterizacion fisiologica

El perfil fisiolégico fue elaborado en base al sistema de placas EcoPlateTM (Biolog Inc.,
CA, USA). Cada placa estd compuesta por 96 pocillos, disefiadas con 31 fuentes de carbonos
comunmente utilizadas por microorganismos del suelo. Cada placa posee tres repeticiones de las
fuentes y un control, que no posee carbono, por repeticion. Los pocillos poseen un colorante redox
que indica el uso del sustrato.

Bajo condiciones estériles, en tubos eppendorf de 2 ml y agua destilada estéril, se realizé y
ajustd una suspensioén bacteriana a 10° ufc ml™. Seguidamente, en una placa Ecoplate, se
inocularon 150 pl de dicha suspension en cada uno de los 31 pocillos, segun instrucciones del
fabricante. La placa se incuba por cinco dias a 22°C, realizando evaluaciones visuales a partir del
dia dos; una vez finalizado este periodo, se realizé una evaluacién de la coloracién de cada pocillo,
a través de un espectrofotometro para microplacas (EpochTM, Biotek ®) a 590 nm. El tipo y
numero de fuentes de carbono utilizado fue analizado de acuerdo a la metodologia de Garland
(1997).

442 Caracterizacion Molecular de las Cepas Rizobacterianas a través de marcadores
moleculares.

La caracterizacion molecular se realizé con el uso partidores universales en diferentes
genes secuenciados. Debido a la cercania de algunas especies, en donde la biologia molecular no
permitié6 separar las cepas a nivel de especie, se realizaron algunas pruebas complementarias
bioquimicas, que a la vez generarian informacion descriptiva del comportamiento de las mismas.
Debido al uso de partidores universales y la duda en la pureza de algunas de las cepas, se efectud
la clonacién de todos los fragmentos antes de enviar a secuenciarlos.

La identificacion se realizé mediante la secuenciacion parcial de genes ampliamente
usados como el 16S ARNr, ademas de la region intergénica (ITS) de los genes 16 y 23S. Como
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complemento, de acuerdo a las necesidades de identificacion del grupo de cepas, se utilizaron los
genes: adk que codifica para la enzima kinasa; rpoB que codifica para la subunidad B de la ARN
polimerasa bacteriana; gyrB que codifica para la ADN girasa subunidad B.

4.4.2.1 Metodologia para obtener el material genético de las rizobacterias

Extraccion de ADN: Las cepas rizobacterias fueron reactivadas y luego sembradas en
placas con TSBA 50%, a 30° C, para favorecer la lisis celular, por 24 horas. Para la extraccion de
ADN, bajo condiciones estériles, con una asa se extrajo una muestra de cada cepa y se suspendié
en un buffer de lisis, de acuerdo al protocolo de Helgason et al. (2004). EI ADN obtenido se
almacen¢ a -20°C.

Amplificacion de fragmentos de interés: En la Tabla 1, se describen los programas y
partidores utilizados para los fragmentos amplificados. Los fragmentos del gen ribosomal 16S
ARNTr, fueron amplificados de acuerdo al protocolo de Lane (1991). Como genes complementarios,
se usaron las regiones del gen gyrB, con los partidores UP1F y UP2R (Yamamoto y Harayama,
1995), y BCFW1, BCRWH1 para algunas especies del género Bacillus que no amplificaron con el
primer juego de partidores (Manzano et al 2003); rpoB con los partidores rpoB1206 y rpoBR3202
(Ki et. al 2009); plcR vy los partidores BA-plcRF y BA-plcRR (Ko et. al 2004); adk (Helgason et. al
2004); y la regiéon intergénica (ITS) con los partidores L516SF y L516SR (Xu y Coté, 2003).

Electroforesis: Los productos de PCR obtenidos, fueron visualizados en geles de agarosa
al 1% (p/v), en un tampoén TAE 1X (Tris-acetato 2M, EDTA 50mM pH 8,0). Se utilizé6 bromuro de
etidio 1%, como agente de tincién del ADN. Los fragmentos fueron separados a 120V durante 40
minutos. El marcador molecular fue de 100 bp.

Purificacion Productos de PCR: Los fragmentos de ADN amplificados y obtenidos de la

electroforesis, fueron purificados con el Kit comercial E.Z.N.A® (Omega, Bio-Tek Inc. GA, USA),
segun las instrucciones del fabricante.
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Tabla 1. Partidores y programas utilizados para la amplificacion de los fragmentos genémicos

" T2 Condiciones PCR
F Primer 5°-3’
(pb) D? ct E®
AGAGTTTGATCMTGGCTCAG (27f) 94°C (1')-
168 10 94°C 58°C (1')- 72°C
(10" 72°C (179; (5)
AAGGAGGTGWTCCARCC (1525r) 40X
GTTTCTGGTGGTTTACATGG (gyr-B-F) 95°C (1') - 60
95°C M= 72 | 126
400 ’ [v] 11 71
CAACGTATGATTTAATTCCACC (gyr-B- (5) % é ) (7)
R X
gyrB )
GAAGTCATCATGACCGTTCTGCAY 94°C (1) - 66
GCNGGNGGNAARTTYGA (UP1-F) 94°C o (1)~ 72 72°C
1200 o oG (2 :
AGCAGGGTACGGATGTGCGAGCC (2) (2) (7)
RTCNACRTCNGCRTCNGTCAT(UP2-R) 30x
(ATCGAAACGCCTGAAGGTCCAAACAT 95°C (20”) -
poB (rpoB1-f) 1300 95°C | 55°C (30")- | 72°C
ACACCCTTGTTACCGTGACGACC (3) 72°C (1.5) (5)
(rpoB1-r) 35x
AAAAAGGAAGAATATCATC (BA-pIcRF) 95°C (30”) -
g5°C | 63°C (30")- | 72°C
plcR 424 (5 72.°C (1) (5)
ATGCATCTTCAATCTCTG (BA-plcRR) 30x
CAGCTATGAAGGCTGAAACTG : s Sk S
adk 450 9{;,5 Cog ()1',)72 7(27,53
CTAAGCCTCCGATGAGAACA 40x
TCGCTAGTAATCGCGGATCAGC 94°C (15" -
(157)
ITS (L516SF) 500 95°C | 53°C (30")- | 72°C
16-23S | GCATATCGGTGTTAGTCCCGTCC (45") 72°C (90”) (5)
(L523SR) 30x

"Fragmento a amplificar, “Tamafio en pares de bases, *Desnaturalizacion, “Ciclos, °Elongacion

Clonacion: Con los fragmentos purificados, se procedi6 a clonarlos para garantizar el envio
de un fragmento “unico”, por colonia, a la secuenciacion. Se utiliz6 la bacteria
EscherichiacoliOneShot® TOP10 quimicamente competente (Invitrogen®) como célula huésped.

La clonacion fue realizada mediante el Kit pPGEM (Promega, USA), segun las instrucciones
técnicas del fabricante. Las bacterias E. coli trasformadas fueron visualizadas en medio Agar-TSB
suplementado con Carbenicilina, Streptomicina, IPTG y X-Gal., donde ademas las colonias que
incluyen el vector con el fragmento deseado se identifican con el color caracteristico de las
colonias de E. coli, mientras las que han incluido el vector plasmidial sin modificar adquieren el
color azul que evidencia la actividad de la $-galactosidasa. Las colonias sin color se multiplicaron,
posteriormente se extrajeron y se purificaron los plasmidos con el kit comercial E.Z.N.A® (Plasmid
DNA Mini kit, Omega Bio-tek Inc., GA, USA) segun instrucciones del fabricante.
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4.4.2.2 Secuenciacion e identificacion molecular

Los plasmidos fueron enviados a secuenciar al laboratorio Macrogen USA Corp. (Rockville,
Maryland, USA). Para la secuenciacion, se utilizaron los partidores universales T7 y SP6
(Schenborn y Mierendorf, 1985). Se enviaron cinco colonias, en promedio, por cada fragmento
genomico a secuenciar, con el objetivo de verificar si existia algun tipo de contaminacion en las
cepas. Posteriormente, los resultados fueron alineados mediante el programa Geneious version 7
(Biomatters Ltda.©), y analizados en la base de datos de NCBI, usando el algoritmo Blastn (Zhang
et. al., 2000; Morgulis ef. al, 2008). Los analisis filogenéticos fueron elaborados usando el
programa MEGA versién 6 (Tamura et. al 2013).

4.4.2.3 Pruebas adicionales para identificaciéon de especies

Tincion Gram: Se efectud bajo el método clasico de tincion, utilizando como reactivos
safranina, alcohol acetona, violeta cristal y lugol. Se utilizaron colonias frescas (TSB 50% por 24h).
Las muestras se fijaron en portaobjetos y se visualizaron a través de microscopio 6ptico
(Axiolmager A2, Carl Zeiss, Alemania) a 1000x.

Tincion de cristales: Esta prueba fue realizada para la cepa FIAS2130, perteneciente al
grupo Bacillus cereus. La tincién de efectué sobre un frotis de la colonia en portaobjetos, utilizando
una solucién de azul coomassie de acuerdo a la metodologia descrita por Niedmann-Lolas y Meza-
Basso (2006). Las colonias provenian de placas de TSBA al 50%, que crecieron por 72 horas a
30°C. Las muestras se observaron mediante un microscopio de contraste (Axiolmager A2, Carl
Zeiss, Alemania) a un aumento 1000x.

Uso de medios selectivos: medio Congo Red Agar especifico para la identificacion del
género Agrobacterium.

4.5 Solicitud de Patente de Innovacion

451 Preparaciéon del Dossier

De acuerdo a los requisitos contemplados en la legislacién, se entreg6 a la Vicerrectoria de
Investigacion y Desarrollo de la Universidad, un dossier que contiene tanto la caracterizacién del
microorganismo utilizado como ingrediente activo en la formulacion, como del proceso tecnoldgico
para la obtencion del nuevo biopesticida. Dicha informaciéon fue revisada y objetada, solicitando
mayor informacion sobre posibles dafios al medio ambiente y seres vivos, que pudieran estar
relacionados con las cepas de rizobacterias.

Luego de aclarar los origenes del material bacteriano utilizado, se entregé a la empresa
especializada para su revision, en este caso la consultora Jarrry. Dicha empresa entregara un
informe, que indicara la factibilidad de patentamiento de la invencion. Esta etapa sera lograda
posterior a la fecha de término del proyecto.
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452 Reqistro de Cepas y Depdsito en banco de microorganismos

Se realizara el Registro de Cepas y correspondiente depodsito en un banco de
microorganismos reconocido, con el proposito de completar los requisitos que contempla al
respecto la legislacion vigente. Esta etapa sera lograda posterior a la fecha de término del
proyecto.

453 Solicitud de patente de innovaciéon

La solicitud de patente de innovacidon sera entregada al organismo correspondiente,
después de la fecha de término del proyecto.
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5. ACTIVIDADES

5.1 Carta Gantt propuesta original

e e Actividad / Hitos Criticos _ 2:“) i :012 I 20132 : 2o:4 2
1. Seleccién de cepas de rizobacterias
1.1 Seleccién de cepas X X
2. Seleccion de plantas
2.1 Seleccion de material, plantas en bolsas, en sustrato fumigado X
2.2 Mantencion de plantas en bolsas X
3. Revision y mantencion del inéculo
3.1 Reactivacion de cepas guardadas a-70°C X X
3.2 Cultivo en TSBA y mantencion en medio-glycerol -70 °C X X
4. Seleccion de predios
4.1 Revision de antecedentes nematoldgicos X
4.2 Visitas a predios, muestreos, analisis X X

1 1 5. Preparacion de terrenos
5.1 Preparacion de suelo, limpieza X X
6. Inoculacion y plantacion
6.1 Preparacion del inéculo en base a TSBA X X X
6.2 Inoculacion y plantacion plantas de cerezos/ HC X X HC
7. Cuidado de plantas |
7.1 Cuidado de las plantas X X X X X X X
8. Analisis nematolégicos de suelo y analisis de raices
8.1 Muestreos de suelos y raices / HC X X X HC HC | HC X
8.2 Analisis nematolégicos de suelos X X X X X X X
8.3 Andlisis de raices, dafios, crecimiento X X X X X
9. Aplicaciones post plantaciéon
9.1 Preparacion del inéculo en base a TSBA X X
9.2 Aplicacion X X
2 2 10. Evaluacién parametros vegetativos
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10.1 Medicion de altura de brote principal y n° de hojas

b

10.2 Area seccion transversal de tronco, cm2 (ASTT)

11. Andlisis de datos

11.1 Ordenamiento de los datos

11.2 Anélisis estadisticos, elaboracién de tablas / HC

HC

12.Preparacion y evaluacion de formulaciones

12.1 Preparacion de TSB 1x1010 ufc/ml

12.2 Preparacion formulado

12.2 Evaluacion de eficacia en macetas / HC

HC

12.4 Mantencion de formulados por 3 meses

>

12.5 Evaluacion de viabilidad de bacterias

13. Analisis de datos. informe final

13.1 Ordenamiento de los datos

13.2 Analisis estadisticos, elaboracion de tablas

b

13.3 Elaboracién de informe final

14. Solicitud de patentamiento

14.1 Inicio de formalizacién solicitud de patente de invencién / HC

HC

15. Difusioén de resultados

15.1 Charla, SOCHIFIT

15.2 Publicacion de resultados, Revista Fruticola

15.3 Publicar resultados pagina WEB Viveros El Tambo
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5.2

Carta Gantt real

il L8 Actividad / Hitos Criticos e ki = =l

OE |RE 341 3] 4 3 a4[1]2]3
1. Seleccion de cepas de rizobacterias
1.1 Seleccién de cepas X
2. Seleccion de plantas
2.1 Seleccion de material, plantas en bolsas, en sustrato fumigado X
2.2 Mantencién de plantas en bolsas X X X
3. Revision y mantencién del in6culo
3.1 Reactivacion de cepas guardadas a-70°C X X
3.2 Cultivo en TSBA y mantencién en medio-glycerol -70 °C X X
4. Seleccién de predios
4.1 Revision de antecedentes nematolégicos X X X
4.2 Visitas a predios, muestreos, analisis X X X

1 1 5. Preparacion de terrenos
5.1 Preparacion de suelo, limpieza X X X
6. Inoculacién y plantacién
6.1 Preparacion del inéculo en base a TSBA X X X
6.2 Inoculacion y plantacién plantas de cerezos/ HC X | HC X
7. Cuidado de plantas |
7.1 Cuidado de las plantas X X X X X X X X
8. Anélisis nematoldgicos de suelo y anélisis de raices
8.1 Muestreos de suelos y raices / HC X X HC HC | HC | X
8.2 Andlisis nematoldgicos de suelos X X X X X X
8.3 Andlisis de raices, dafios, crecimiento X X X X
9. Aplicaciones post plantacién
9.1 Preparacion del inéculo en base a TSBA X X X
9.2 Aplicacién X X X
10. Evaluacién parametros vegetativos
10.1 Medicion de altura de brote principal y n° de hojas
2 2 | 10.2 Area seccion transversal de tronco, cm2 (ASTT) X X X

11. Analisis de datos
11.1 Ordenamiento de los datos X X X X
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11.2 Analisis estadisticos, elaboracion de tablas / HC

HC

12.Preparacion y evaluacion de formulaciones

12.1 Preparaciéon de TSB 1x1010 ufc/ml

12.2 Preparacion formulado

12.2 Evaluacion de eficacia en macetas / HC

HC

12.4 Mantencion de formulados por 3 meses

>

12.5 Evaluacion de viabilidad de bacterias

13. Analisis de datos. informe final

13.1 Ordenamiento de los datos

13.2 Anélisis estadisticos, elaboracién de tablas

b

13.3 Elaboracién de informe final

14. Solicitud de patentamiento

14.1 Inicio de formalizacion solicitud de patente de invencién / HC

HC

15. Difusion de resultados

156.1 Charla, SOCHIFIT

15.2 Publicacién de resultados, Revista Fruticola

15.3 Publicar resultados pagina WEB Viveros El Tambo
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6. RESULTADOS

6.1 Evaluacion del efecto de cepas de rizobacterias nativas sobre la poblacion de
nematodos fitoparasitos y sobre el crecimiento de la planta, en condiciones de campo.

6.1.1 Evaluaciéon de la actividad supresiva de las selecciones de rizobacterias sobre la poblacién
de nematodos fitoparasitos, en raices de plantas inoculadas, en condiciones de campo

6.1.1.1 Predio La Paloma

A continuacién, se presentan las variaciones de poblaciones de nematodos fitoparasitos en
el suelo, donde la mayor presencia corresponde a nematodos del género Pratylenchus y
Xiphinema.

Tabla 2. Variacién de las poblaciones de nematodos fitoparasitos en La Paloma

N° nematodos/ 250 cm® de suelo Tasa Reproductiva
. (R) % de control
Tratamiento
Poblacién inicial Poblacién Final PP,
(Pi) (Ps) :
FIAPF550 432 507,6 11,75 21
FIASP2130 51,6 381,0 7,38 203
FIABC1460 38,4 1.035,0 26,95 0,0
FIAPV10200 51,6 298,4 5,78 * 37.6
FIAPP8050 26,2 665,6 25,40 0,0
FIABM1850 38,8 3536 9,11 1,7
FIACF11150 37,4 206,6 552 * 40,4
Testigo quimico 71,4 2242 814 * 66,1
Testigo 42,6 394.8 9,27

Pi: poblacién inicial (22-12 2011); Ps: poblacién final (03-01 2014). Medias seguidas por asteriscos, indican
diferencias significativas con el Testigo de acuerdo al Test de Dunnet (p < 0,05)
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6.1.1.2 Predio Nancagua

En este predio la mayor densidad de nematodos fitoparasitos corresponde a la especie
Xiphinema americanum s.I. seguido por representantes del género Pratylenchus, mas otros género
de menor importancia agricola. Los resultados se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3. Variacion de poblaciones de nematodos fitoparasitos en el predio Nancagua.

N° nematodos/ 250 cm® de Tasa Reproductiva
. suelo (R)"
Tratamiento % de control

Poblacién Poblacién PP

inicial (P;) Final (P;) :
FIAPF550 9,4 38,4 4,09* 68.7
FIASP2130 9,4 36,6 3,89 70.2
FIABC1460 9,4 195,0 20,74 0.0
FIAPV10200 7.6 226,2 29,76 0.0
FIAPP8050 9,4 127,8 13,60 15
FIABM1850 9,4 531,0 56,49 0.0
FIACF11150 9.4 116,4 12,38 5.2
Testigo quimico 13,0 13,8 1,06* 91.9
Testigo 13,0 169,8 13,06

Pi: poblacion inicial (27/01/2012); Ps. poblacion final (03-01 2014). Medias seguidas por asteriscos, indican
diferencias significativas con el Testigo de acuerdo al Test de Dunnet (p < 0,05)
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6.1.1.3 Predio Tinguiririca

En la Tabla 4 se presentan los datos de variaciones obtenidos una vez concluidos los
programas de aplicaciones al suelo. Los datos se refieren al total de nematodos fitoparasitos
presentes, donde domina la presencia de Xiphinema americanum s.l., Pratylenchus thornei. y

Helicotylenchus sp.

Tabla 4. Variacion de las poblaciones de nematodos fitoparasitos, predio Tinquiririca
Tasa
N° nematodos/ 250 cm® de Reproductiva
Tratamiento suelo (R)Y % de control

Poblacién Poblacion PP

inicial (P;) Final (Py) g
FIAAR5130 28,0 88,4 3,16* 46,9
FIAAR9110 76,4 290,6 3,80 36,0
FIAAR8300 39,6 95,0 2,40* 59,6
FIABM7330 56,8 172,2 3,03* 49,0
FIABM8150 75,0 289,2 3,86 35,1
FIABP5020 64,2 367,8 5.73 3,6
FIABS6360 58,4 265,8 4,55 23,4
FIAPP13010 74,4 300,0 4,03 321
Testigo quimico 63,6 93,0 1,46 75,4
Testigo 33,4 198,4 5,94

Pi: poblacién inicial (31/11/2012); Py poblacién final (02-01 2014). Letras iguales, no hay diferencias
estadisticas de acuerdo al Test de Fisher (P<0.05).Medias seguidas por asteriscos, indican diferencias
significativas con el Testigo de acuerdo al Test de Dunnet (p < 0,05).
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6.1.2 Evaluacion de la actividad promotora de crecimiento de las selecciones de rizobacterias, en
raices de plantas de vid, en ensayos de campo.

En la tabla 5, se presentan los parametros vegetativos evaluados los predios La Paloma y
Nancagua, para determinar el efecto de los tratamientos en el vigor de las plantas.

Tabla 5. Evaluaciones de vigor en los predios La Paloma y Nancagua

Evaluacion raicillas
Tratamientos escala 1 - 10 (1= atrofiadas : 10= sanas) s (cm2)
La Paloma Nancagua La Paloma Nancagua
FIAPF550 7,8 5,8 26,0 13,31
FIASP2130 7,6 7,2 25,1 15,46
FIABC1460 6,8 6,4 30,0 11,30
FIAPV10200 1.2 7,0 19,7 16,85
FIAPP8050 7,2 6,8 15,7 17,02
FIABM1850 7.3 7,2 21,1 12,58
FIACF11150 7,2 46 17,6 12,54
Testigo quimico 8,2 6,2 18,4 19,66
Testigo 7,0 6,0 20,0 12,89

Letras iguales, no hay diferencias estadisticas de acuerdo al Test de Fisher (p < 0,05). Medias seguidas por
asteriscos, indican diferencias significativas con el Testigo de acuerdo al Test de Dunnet (p < 0,05).

En la Tabla 6 se presentan los datos de vigor de las plantas, predio Tinguiririca.

Tabla 6. Area de seccion transversal de tronco, Huerto santa Ménica, Tinguiririca.

Tratamiento ASTT (cm? media
FIAAR5130 1
FIAAR9110 6,9
FIAAR8300 7.9
FIABM7330 5,9
FIABM8150 6,6
FIABP5020 6,6
FIABS6360 8,2
FIAPP13010 .7
Testigo quimico 6,6
Testigo 72

Medias seguidas por asteriscos, indican diferencias significativas con el Testigo de acuerdo al Test de Dunnet
(p =0,05).
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6.1.3 Analisis de los datos

Los datos obtenidos con los ensayos de campo, después de 2 temporadas de tratamientos,
indican que las cepas evaluadas en su etapa final presentan la capacidad de disminuir la poblacién
de nematodos fitoparasitos en el suelo y algunos dafios en raices. Junto con ello, hay una
tendencia importante en aumento de vigor en las plantas tratadas.

No todos los datos son estadisticamente diferentes al Testigo, pero el hecho de que
algunas cepas después de 2 temporadas, se muestran diferentes a las plantas no tratadas,
debiéndose solo a una cuestion de tiempo y que aquellas con leves tendencias en el futuro, bajo
un programa permanente de aplicaciones, también se manifiesten en la misma forma.

6.1.4 Seleccion final de las cepas

De acuerdo a los resultados obtenidos, las cepas seleccionadas para su inclusiéon en el
desarrollo comercial de un bionematicida, corresponden a las siguientes:

Cepas originales Especie(s)

Consorcio:
FIAPf550 Oeskorvia turbata

Pseudomonoas fluorescens/aeruginosa

FIASp2130 Bacillus thuringiensis

Consorcio
Bacillus sp
FIAAr5130
Pseudomonas sp.

Agrobacterium radiobacter

Consorcio:
FIAArg8300 Agrobacterium radiobacter

Pseudomonas sp.

La correcta identificacion de las cepas se realizé de acuerdo al analisis de acidos grasos,
con lo cual se obtuvo una primera aproximacion al género y especie. Posteriormente las cepas mas
promisorias fueron sometidas a analisis moleculares para su identificacion (Ver 6.2).

Una de las situaciones que se repitieron en forma frecuente, fue la presencia de
consorcios naturales, formados en la rizésfera de las plantas de donde vienen estos aislados y que
son muy dificiles de separar. Hay una estrecha asociacion entre algunas rizobacterias que las hace
estar en forma muy unida y desarrollarse en forma muy ligada, por lo que finalmente se opt6é por
trabajar algunas cepas como el consorcio natural que ocurre en la rizésfera. Ello considerando
también que puede ser que su efecto en la disminucién de las poblaciones de nematodos o su
efecto en las plantas se deba a una interaccion entre estas diferentes rizobacterias.
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6.2 Caracterizacion fisiologica y genética de las cepas de rizobacterias con mayor efecto
supresivo y/o con mayor efecto en la promocion del crecimiento.

6.2.1 Metabolitos y Enzimas de las Rizobacterias
Todas las cepas rizobacterianas evaluadas presentan actividad en al menos tres de los
metabolitos y enzimas evaluados (Tabla 7).

Tabla 7. Presencia de metabolitos y enzimas extracelulares de las cepas Rizobacterianas
evaluadas.

Metabolitos / Enzimas

Gepa HCN H,S Colagenasas Quitinasas Proteasas Lipasas Catalasas
FIAAr9110 + -- - neg - Debil+ +
FIASP2130 - ++ ++ neg +++ +++ +

FIAFp550 - +++ + + - +4 +
FIA13010 +++ = + + ++ + +
FIAAr5130 + +++ +++ ++ ++ n/a +
FIAAr8300 -- bk ++ * -- n/a +

Testigo neg  neg neg neg neg neg +

n/a = no analizada

6.2.1.1 Quitinasas

Los resultados de la lectura visual de las placas MT2 de la actividad de la enzima quitinasa
(Figura 1) indican una actividad mayor actividad en la cepa 5130, una muy leve actividad
quitinasica en las cepas 1301, 550 y 8300 (Tabla 7). Las cepas 9110 y 2130 tuvieron muy baja o
nula actividad que sale de los limites de sensibilidad del método.

ra 1. Actividad qumnohti de la rizobacterias evaluadas después de 72 h de valuacion.
Controles negativos: primera y ultima fila de pocillos; actividad positiva en quitina comercial
(pocillo morado claro) y quitina solida (pocillo morado oscuro).

En imagen se destaca la reaccién positiva en la columna que corresponde a la cepa 5130,

y leve actividad en las cepas 8300 ,13010 y 550. La cepas 9110 y 2130 no manifiestan actividad
chitinasica. La columna T corresponde al testigo.
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6.2.1.2 Colagenasas

Los resultados de la lectura visual de las placas MT2-colagenasa (Figura 2), indican una
actividad de la enzima colagenasa elevada en las cepas 513, 830 y 213 (Tabla 7), una baja
actividad en las cepas 1301, 55. La actividad de la cepa 911 esta bajo el nivel de deteccion del
método.
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Figura2. ca MT2 colgenasa, después 72 h de incubacion.

6.2.1.3 Acido Cianhidrico

Los resultados de la lectura visual indican una intensa actividad de producciéon de HCN en
la cepa 13010, una extremadamente leve actividad en las cepas 9110 y 8300. Todas las otras
cepas se puede afirmar que tienen una liberacion de HCN bajo (Figura 3).

Figura 3. Liberacion de acido cianhidrico, 72 h después de la inoculacion.

6.2.1.4 Acido Sulfhidrico

El papel indicador de acetato de plomo (un pequefio fragmento de papel pegado en la tapa
de la placa Petri) cambia su color desde blanco-papel hasta tonalidades de gris oscuro, color
proporcional en intensidad con la cantidad de &cido sulfhidrico liberado dentro de la placa Petri
sellada. Los resultados de la lectura visual indican alta actividad en las cepas 550, 8300 y 5130,
ademas actividad media en la 2130. Las cepas 13010 y 9110 no indican liberaciéon de acido
sulfhidrico.
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Figura 4. Actividad del ACId Slfhidric(a), se indica a través de la coloracion del Papel acetato
de plomo (b)

6.2.1.5 Proteasas

El medio opaco de leche descremada ofrece la proteina de la leche llamada caseina. Si el
metabolismo de la bacteria esta capaz de utilizarla, la caseina esta consumida dejando en su lugar
una playa de lisis transparente (halo). El diametro de la playa de lisis es directamente proporcional
con la actividad proteolitica total de la cepa analizada. La imagen a las 72 h de incubacién (Figura
5a) muestra cepas con importante actividad proteolitica (cepa FIASp2130), cepas con mediana
actividad (513 y 1301) y cepas con muy baja actividad (550, 9110 y 8300) que se escapa de los
limites de deteccion del método.

Es importante mencionar que la cepa FIAPf550 sin actividad de la enzima en el periodo
evaluado, tiene una actividad muy baja que se evidencia lentamente, ya que después de 20 dias
manifestd un halo de lisis de 1-2 mm (Figura 5b) que aumenta lentamente en tiempo.

Figura 5. Actividad de la enzima proteasa de las cepas valoradas, después de 72 h (a). Actividad
de las cepas FIAPp13010 y FIAPf550 (b) con diferentes cantidades de produccién de la enzima.

6.2.1.6 Lipasas

Para investigar la actividad lipasica se utilizaron dos pocillos de las placas EcoPlate™
(Biolog Inc., CA, USA), empleadas para el perfil fisiolégico, los cuales contienen como fuente de
carbono Tween 40 y Tween 80. Los Tween son dos ésteres con acido palmitico y acido oleico,
respectivamente, mas sorbitol. La actividad de esta enzima fue positiva cuando la coloracién de los
pocillos correspondientes a esta fuente de carbon fue violeta. En la figura 6 se observa que todas
las cepas tienen un nivel de actividad de la enzima, las cepas 550 y 13010 con mayor actividad
mientras 911 tiene solo actividad lipasica que corresponde al acido palmitico.
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Figura 6. Actividad lipasica de las cepas 55, 1301 y 911. En los pocillos sefialados en la figura, se
puede observar la coloracion purpura, caracteristico de la actividad enzimatica.

6.2.1.7 Catalasas

La enzima catalasa, esta presente en varios organismos vivos, su importancia radica en
catalizar la descomposicion del peréxido de hidréogeno, un compuestos toxico que se usa como
defensa al ataque de otros patdgenos (Henkle-Duhrsen y Kampkoétter, 2001). En el presente
trabajo, todas las cepas fueron positivas en esta enzima, sin embargo, esta enzima, dada su
naturaleza, no ha sido reportada con efectos nematicidas. A pesar de ello, es una enzima
importante en la defensa de los microorganismos contra otras especies patégenas, que pueden
jugar un rol importante en el establecimiento de las cepas en condiciones de campo.

Las cepas 8300, 5130 y 9110, identificadas inicialmente como Agrobacterium radiobacter,
presentan diferencias evidentes en la produccion de enzimas y metabolitos (Figura 7), razén por la
cual surgio la hipétesis de que las cepas 5130 y 83000 son un consorcio de dos 0 mas bacterias,
concepto que se desarrollara mas delante en el analisis molecular de las cepas rizobacterianas.

Figura 7. Actividad de los metabolitos y enzimas de las cepas FIA8300, FIA5130 yIA91 10. Acido
Cianhidrico (a), Proteasas (b) y Acido Sulfhidrico (c).

6.2.2 Caracterizacion fisiolégica de la cepa FIASp2130

En términos generales, la cepa FIASp2130, tuvo una baja afinidad con las fuentes de
carbono presentes en las placas Ecoplate (Tabla 8). La coloracion violeta, caracteristica de la
actividad, no se identificaba visualmente en los pocillos donde habia una baja actividad de la cepa.

Las fuentes de carbono utilizadas por la cepa FIASp2130, son principalmente acidos

carboxilicos y carbohidratos, dos compuestos normalmente existentes en los exudados de las
plantas. A pesar de que se requieren hacer pruebas en un futuro especificas de los exudados
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presentes en la rizésfera de cultivos puntuales, donde se quiere establecer la bacteria, la cepa
evaluada tendria la facilidad de establecerse en cultivos tradicionalmente sembrado en el pais.

Tabla 8. Perfil fisiolégico de la rizobacteria FIASp2130 evaluada en base a las fuentes de carbono
utilizadas en la placa Ecoplate.

FUENTE DE CARBONO' FIASp2130

Acido pirGvico metiléster® reray

D- &cido galacturénico® I+

Acido y- hidroxibutirico i

Acido D- glucosaminico® -

Acido itacénico® -

Acido a-cetobutirico® -

Acido D-malico =

Feniletil- amina® s

Putrescina® -

L-Arginina® -

L-Asparagina® -

L-Fenilalanina® =

L-Serina® +

L-Treonina® -

Acido Glicil-L-Glutamico © -

B-Metil-D-glucésido® -

Acido D-galacténico -
\(-Iactonad

D-Xilosa® +++

i-Eritritol® ”

D-Manitol® -

N-Acetil-D-Glucosamina® .

D-Celobiosa® +

Glucose-1-fosfato® -

a-D-Lactosa’ +

D,L-a-Glicerolfosphate®

Acido 2-Hidroxibenzoico® -

Acido 4-Hidroxibenzoico® -

Tween 40’ s
Tween 80 3
a-Ciclodextrina' +
Glicogeno' .

Tipo de sustrato: (a) Acido Carboxilico, (b) Aminas, (c) Aminoacidos, (d) Carbohidratos, (e)
Compuestos fendlicos, (f) Polimeros; 2(-) Negativo, (+) Afinidad baja, (++) Afinidad media, (+++)
Afinidad Alta.
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6.2.3 Caracterizacion Molecular de las Cepas Rizobacterianas

La identificacion de las cepas rizobacterianas en base al gen 16S ARNr (Figura 8), definid
el género al que pertenecen cada una de las cepas. La cepa FIASp2130, pertenece a la familia
Bacilliaceae, la cepa FIAPp13010 pertenece a la familia Pseudomonaceae, la cepa FIAAr9110
pertenece a la familia Rhizobiaceae, la cepa FIAPf550 pertenece a la familia Cellulomonadaceae.

De las seis cepas tomadas en investigacion, dos fueron consideradas cepas puras: 9110
Agrobacterium tumefaciens y 2130 Bacillus thuringiensis.

Las cepas iniciales 550 y 13010 se postularon como candidatas para ser declaradas
consorcios, debido a que el desarrollo morfolégico en colonias con mas de 72 h de edad, fueron
notorios dos tipos de colonias con minimas diferencias morfologicas.

En el caso de la cepa 13010, las dos componentes se lograron separar en el Gltimo mes,
pero el trabajo de identificacion molecular se ha podido completar solo para una cepa, identificada
como Pseudomonas alkalyfenolia (Figura 10). La otra variante se identificé parcialmente como
Pseudomonas putida, sin embargo son necesarios analisis complementarios para definir la especie
con certeza.

El caso de la cepa 550 inicialmente identificada como Pseudomonas fluorescens, después
del analisis de proteasas, se puso en duda la correcta identificacion. Después de minuciosos
analisis morfoldgicos de las colonias de diferentes edades, se planteé la hipétesis de la presencia
de dos componentes bacterianos, por lo tanto se hablaria de un consorcio FIAPf550. Una de las
componentes del consorcio fue identificada molecularmente como una variante de la especie
Oerskovia turbata (Figura 12), segun la cercania genética. El segundo componente bacteriano fue
imposible de aislar en forma pura hasta el momento de finalizacion del proyecto, sin embargo,
segun las caracteristicas morfolégicas, posiblemente pertenece al género Pseudomonas,
especificamente, Pseudomonas fluorescens o Pseudomonas aeruginosa

Las cepas inicialmente nombradas 8300 y 530 e identificadas ambas como Agrobacterium
radiobacter, demostraron respuestas diferentes en varios los analisis de metabolitos y enzimas
presentados anteriormente. Ademas estudiando las morfologias en diferentes estados y edades,
se propusieron como consorcio incluyendo por lo menos tres cepas distintas. La separacién en
cepas fue posible realizarla hasta el cierre del proyecto, pero se propone la siguiente esquema de
identificacién en base a su morfologia y ciertas caracteristicas fisiolégicas: consorcio 830 incluye
las cepas Agrobacterium sp.mas dos tipos de Pseudomonas sp, distintas; el consorcio 513 incluye
un Bacillus sp,, dos tipos de Pseudomonas y Agrobacterium sp. No se realiz6 el trabajo de
identificacidon molecular hasta el cierre del proyecto. Las cepas quedan bajo estudio.
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Figura 8. Clasificacion de las Rizobacterias evaluadas en base al gen 16S. La historia evolutiva fue
inferida por el método de agrupamiento de vecinos (Neighbor-Joining) (Saitou y Nei, 1987). Las
distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de probabilidad compuesta maxima
(Tamura et. al., 2004).
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Figura 9. Clasificacién de la rizobacterias perteneciente al grupo B. cereus (FIASp2130). El arbol
contiene seis secuencias concatenadas de los genes 16S, gyrB, rpoB, plcR, adk y la regién
intergénica 16-23S. La historia evolutiva fue inferida por el método de agrupamiento de vecinos
(Neighbor-Joining) (Saitou y Nei, 1987). Las distancias evolutivas se calcularon utilizando el
método de probabilidad compuesta maxima (Tamura et al., 2004).

La region ITS en la cepa FIAPp13010, separé la cepa en dos especies distintas: una cepa
se acerca genéticamente de Ps. putida y otra de Ps. alkylphenolia. Esta especie requiere un
trabajo adicional que no finaliz6é en este proyecto.
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Ps. putida GB1
—— Ps. monteilii SB3101
Ps. putida W619
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Agrobacterium radiobacter K84

0.05
Figura 10. Clasificacién de la cepa FIAPp13010, perteneciente al grupo Pseudomonas. El &rbol
contiene tres secuencias concatenadas de los genes 16S, gyrB, y rpoB. La historia evolutiva fue
inferida por el método de agrupamiento de vecinos (Neighbor-Joining) (Saitou y Nei, 1987). Las
distancias evolutivas se calcularon utilizando el método de probabilidad compuesta maxima
(Tamura et al., 2004).

En el caso del genero Agrobacterium, en los ultimos afos ha surgido una reclasificacién,
transformandolo en el género Rhizobium, pero no existe un consensus en el mundo cientifico con
respecto a esta reclasificacion. Por lo tanto coexisten en este momento una doble o incluso triple
nomenclatura, por ejemplo la cepa C58, considerada ampliamente en control biolégico mundial,
esta clasificada como A. tumefaciens, a A. radiobacter y también como Rhizobium radiobacter,
segun diferentes autores. Sin duda, la diferencia entre estas cepas no esta tanto en el cromosoma
bacteriano, sino en la presencia o ausencia del plasmidio Ti que induce el tumor, y se puede
transferir horizontalmente entre especies del género.

Agrobacterium radiobacter K84
Agrobacterium (Rhizobium) rhizogenes strain AKE10

Rhizobium tropici CIAT 899

[ Rhizobium leguminosarum bv. trifolii WSM1325
Rhizobium etli CFN 42

Agrobacterium vitis S4
—— FIAAr9110

lAgrobacten'um fabrum strain C58

Agrobacterium tumefaciens str. C58

Ps. alkylphenolia KL28

e —
0.02

Figura 11. Clasificacion de la cepa FIAAr9110, perteneciente al grupo Agrobacterium. El arbol
contiene dos secuencias concatenadas de los genes 16S y gyrB. La historia evolutiva fue inferida
por el método de agrupamiento de vecinos (Neighbor-Joining) (Saitou y Nei, 1987). Las distancias
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evolutivas se calcularon utilizando el método de probabilidad compuesta maxima (Tamura et al.,
2004).

Oerskovia jenensis strain DSM 46000 16S ribosomal RNA gene partial sequence
Qerskovia jenensis 16S rRNA gene strain DSM 46001

QOerskovia paurometabola strain DSM 14281 16S ribosomal RNA gene partial sequence
Qerskovia jenensis 16S rRNA gene strain DSM 46097

FIAPf550

Cellulomonas sp. UFZB529 16S ribosomal RNA gene partial sequence

Qerskovia enterophila 16S rRNA partial sequence strain: CG30(2)2

Oerskovia turbata strain 27 168

Oerskovia turbata strain DSM 20577 16S ribosomal RNA gene partial sequence
Oerskovia turbata 16S rRNA gene strain Asd MV10

Sanguibacter keddieii DSM 10542 complete genome

B. thuringiensis ser. kurstaki str. HD73
Ps. fluorescens F113
q Ps. fluorescens Pf29Am

Ps.brassicacearum subsp. brassicacearum NFM421

—
0.2

Figura 12. Clasificacion de la cepa FIAPf550, perteneciente al grupo Oerskovia vs. el género
Pseudomonas. El arbol la secuencia del gen 16S. La historia evolutiva fue inferida por el método
de agrupamiento de vecinos (Neighbor-Joining) (Saitou y Nei, 1987). Las distancias evolutivas se
calcularon utilizando el método de probabilidad compuesta maxima (Tamura et al., 2004).

La cepa FiaS2130 fue identificada como Bacillus thuringiensis. Todos los genes utilizados y
la region ITS no permitieron diferenciar la especie de estas dos cepas, a pesar de que la especie
mas repetitiva en los alineamientos era B. thuringiensis. Se concluyd que la cepa pertenecia a la
especie Bacillus thuringiensis, al realizar tinciones con azul coomassie y determinar la presencia de
cristales en ambas cepas (Figura 13), caracteristica que diferencia B. cereus de Bacillus
thuringiensis (Helgason et al., 2000). Los cristales observados, presentaban formas circulares en
su mayoria, y en algunas ocasiones se observaron cristales en forma bipiramidal (datos no
presentados).

Figura 13. Presencia de cristales en la cepa B. thuringiensis.FIASp2130. Cri: Cristales; Esp:
Espora; Par: Endospora o esporangio; Cel: Célula vegetativa.
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6.2.3.1 Tincién Gram

Un primer criterio en la caracterizacion de las bacterias es la presencia o ausencia de la
pared celular, y se puede investigar a través de la tincion Gram, dividiendo las bacterias en tres
categorias: Gram positivas, Gram negativas y Gram variables. Para clasificar las cepas valoradas,
se ha realizado la tincion Gram de algunos de las cepas donde existian dudas sobre su pureza.
Dos cepas identificadas inicialmente como Agrobacterium radiobacter, bajo el microscopio ofrecen
imagenes totalmente diferentes (Figura 14). En la cepa 513 es evidente la presencia de un Bacillus
mucho mas largo y grueso que es el Bacillus fino y pequefio que corresponde a Agrobacterium sp,
a pesar que ambos son Gram negativos. En la cepa 830, igual gram negativa, ademas de células
gue se podriamos asemejar a Agrobacterium sp, se presentan unas formaciones que se asemejan
mas a las células de Pseudomonas .

cepa 513 (a) y 830 (b)

SN
' de la

Figura 14. Tincion ra

Las imagenes microscopicas interpretadas con atencién revelan en 4 de las 6 cepas, la
presencia de una diversidad de formas celulares, con diferentes grados de absorcion de los
colorantes: 5130, 8300, 13010 y 550. Eso significa que estas muestras no son en realidad cepas
puras, sino consorcios de rizobacterias, conclusion respaldada de los resultados moleculares, en
los casos que se pudieron completar.

Juntando las diferencias morfologicas, microscopicas y bioquimicas (fisiolégicas), surgio la
hipotesis que estamos frente a varios consorcios de rizobacterias, Se inicié un estudio con el fin
de separar bajo la lupa (maximo aumento100x) los componentes de los consorcios, usando
principalmente criterios morfolégicos y medios selectivos, sin embargo como se resalté
anteriormente algunos de estos trabajos no se concretaron en el presente proyecto.
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6.3. Evaluacion de un formulado en base a rizobacterias

6.3.1 Activacion de cepas transferidas

Material fue transferido, recepcionando cepas congeladas (viales) y activas sobre medio de
cultivo. El material recepcionado mostro estar contaminado, por lo que se inicia un proceso largo
de limpieza e identificaciéon mediante test bioquimicos. Se obtienen cultivos puros, pero con la
presunciéon de la existencia de un consorcio bacteriano en una de las cepas. Esta ultima se cultiva
en ese estado y genera material madre y respaldo. Proceso que toma mas tiempo de lo
inicialmente proyectado y programado.

6.3.2 Generacion de material de respaldo (cepario madre y trabajo)

Se genera el material madre necesario, siendo congelado en conjunto con un crioprotector.
El material de trabajo se mantiene en medios de cultivo agarizados en placas y tubos de agar
tendido.

6.3.3 Produccién de inéculos

Obtencioén estandarizada de inoculos para produccién de biomasa mediante uso de medios
de cultivo complejo (TSB).

6.3.4 Escalamiento de biomasa

Cepas fermentadas con medio de cultivo complejo (TSB), muestran distintas velocidades
de crecimiento los cuales quedan determinados mediante la obtencibn de su maxima
concentracion.

6.3.5 Evaluacion fisico quimica de matrices para formulados en polvo v liquidas

Se obtienen las materias primas adecuadas para cada tipo de formulacién, sin
incompatibilidad con las bacterias, aceptadas por las normativas organicas, de buen suministro en
el mercado y de costos adecuados.

6.3.6 Evaluacion de formulaciones liquidas

Los procesos de mezclados de las matrices de proteccion y las células son procesos
complicados por su alta viscosidad. El producto obtenido se asemeja mas a un gel ya que existe un
cambio en la reologia de biomasa, existe una expansion de volumen por micro burbujas que
entregan una buena difusiéon de O2 dentro del envase, permitiendo un suministro mejor a la
células, ademas de conferir un descenso en su metabolismo.
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6.3.7 Evaluacién de formulaciones en polvo

Se obtiene una buena matriz de osmoproteccioén celular, resultado demostrado en los
andlisis post-secado en muestras con y sin protector, aquellas sin proteccion descendieron hasta 4
potencias en algunas bacterias y con osmoproteccién mantuvieron su concentracion inicial. El
proceso de secado debe ser muy controlado, pero la metodologia utilizada por la empresa dio
buenos resultados y a bajos costos comparados con un secado spray. En la linea de produccion se
debe sumar un equipo mezclador para obtencion de mezcla completa.

6.3.8 Evaluacién de la estabilidad de los formulados

El bioformulado liquido presenta una vida mas corta que los formulados en polvo. El
formulado en polvo por presentar células en estado de dormancia con una actividad de agua (aw)
adecuada y sin presencia de O2 por su forma de envasado en vacio permite que se mantengan
mas estables las bacterias en el tiempo.
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5006 + 10
BLKK ¢ 30
3,008 ¢ 10
2 1KR + 10
§ 0008 » 10
RO + OO

2 ¥ A 5 & F 4

il Psivc: POt ado il Posbans 014 Formyndado

Figura 15. Estabilidad de los frmulados en polvo
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Estabilidad de Formulados Liquidos (4 y 24°C)

b Eprubiie s Procueess Leyutas
JuM-2

Figura 16. Estabilidad de los formulados liquidos

51



6.4
alcanzados finalmente.

Cuadro comparativo de los resultados esperados en la propuesta de proyecto y los

Resultado esperado

Resultado obtenido

Lograr porcentajes de control al menos
similares a nematicidas convencionales 50% de
control.

Dependiendo del predio, se han logrado
porcentajes de control que superan este
minimo, 2 temporadas después de iniciados los
estudios de terreno.

Lograr plantas con bajo nivel de dafios en
raices, independiente del control de nematodos
(efecto nematdxico), ya que el efecto inhibitorio
(efecto nemostatico) que pueden inducir es una
manera de proteger las raices.

No se pudo observar un efecto nemostatico
directo al analizar raices, ya que si bien hay
raices mas sanas, los datos no son
significativos. Indirectamente podria asociarse
al aumento de vigor que se observa con
algunas cepas.

Seleccionar 3 cepas para ser formuladas.

Se seleccionaron 4 cepas, para ser formuladas.

Patentar el uso de lo obtenido.

Se han iniciado los estudios de factibilidad de
patentamiento, cuyos resultados se veran
posterior a la fecha de término del proyecto.
Proceso en revision, bajo la asesoria de la
Direccion de Innovaciéon de la Vicerrectoria de
Investigacion y Desarrollo de la Universidad de
Chile (Fernando Venegas, Jefe Unidad Legal y
Propiedad Intelectual).

Difusion al ambito Cientifico/Técnico.

1. Se realizd charla de difusién técnica de

resultados, para viveristas, agricultores, y
asesores Yy representante de empresas
quimicas.

2. Conferencia Red Agricola, 2-3 de julio, 2014,
Espacio Riesco “Desarrollo de nuevos
bionematicidas en Chile”.
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7. FICHAS TECNICAS Y ANALISIS ECONOMICO

71 Fichas técnicas y de costos del o los cultivos, rubros, especies animales o
tecnologias que se desarroll6 en el proyecto (segun corresponda a la naturaleza del
proyecto)

7.1.1 Predio La Paloma

INFORMACION DE CONTACTO

Nombre del ensayo Predio La Paloma

Comuna

Localidad San Fernando

Region del Libertador General Bernardo O™ Higgins
Predio Agricola El Tranque

Encargado Francisco Moraga

Teléfono

DATOS PREDIO

Cultivo Cerezo
Variedad Lapins
Portainjerto Colt
Afio de plantacion 2011
Densidad de plantacién (plantas/ha) 1.250
Sistema de riego Goteo
Distancia entre goteros (m) 1

7.1.1.1 Tratamientos

Tratamiento Aislado Especie Dosis

1 FIAPF550 Pseudomonas sp. 10° ufc mI”
2 FIASP2130 Serratia sp. 10° ufc mI”
3 FIABC1460 Bacillus sp. 10° ufc ml”
4 FIAPV10200 Pseudomona sp. 10° ufc ml”
5 FIAPP8050 Pseudomona sp. 10° ufc mI”
6 FIABM1850 Bacillus sp. 10° ufc ml”
7 FIACF11150 Curtobacterium sp. 10° ufc ml”
8 Testigo quimico Cadusafos 2Kia. ha’
9 Testigo Testigo sin bacterias -
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7.1.1.2 Fecha de muestreos, plantacién, aplicaciéon de tratamientos y medicién de ASTT

2011 2012 2013 2014
3 4 1 2 3 4 1 2
Muestreo X X X X
Plantacion X
Inoculacion X X X X
ASTT X
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7.1.2 Predio Nancagua

INFORMACION DE CONTACTO

Nombre del ensayo

Predio Nancagua

Comuna
Localidad San Fernando
Region del Libertador General Bernardo O™ Higgins
Predio César Caceres Silva
Encargado César Caceres Silva
Teléfono

DATOS PREDIO
Cultivo Cerezo
Variedad Lapins
Portainjerto Colt
Afio de plantacién 2012
Densidad de plantacion (plantas/ha) 888
Sistema de riego Tendido
7.1.2.1 Tratamientos

Tratamiento Aislado Especie Dosis

1 FIAPF550 Pseudomonas sp. 10°
2 FIASP2130 Serratia sp. 10°
3 FIABC 1460 Bacillus sp. 10°
4 FIAPV10200 Pseudomona sp. 10°
5 FIAPP8050 Pseudomona sp. 10°
6 FIABM1850 Bacillus sp. 10°
4 FIACF11150 Curtobacterium sp. 10°
8 Testigo quimico Cadusafos 2Kia. ha”
9 Testigo Testigo sin bacterias -
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7.1.2.2 Fecha de muestreos, plantacion, aplicaciéon de tratamientos y medicién de ASTT

2011

2012

2013

2014

Muestreo

Plantacion

Aplicacion

XXX =

ASTT
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7.1.3 Predio Tinguiririca

INFORMACION DE CONTACTO

Nombre del ensayo Predio Tinguiririca

Comuna

Localidad San Fernando

Regién del Libertador General Bernardo O™ Higgins
Predio Huerto Santa Monica

Encargado Christian Dussaillantte

Teléfono

DATOS PREDIO

Cultivo Cerezo
Variedad Bing
Portainjerto Colt
Afio de plantacién 2012
Densidad de plantacion (plantas/ha) 888
Sistema de riego Tendido

7.1.3.1 Tratamientos

Tratamiento Isolate Especie Dosis

1 FIAAR5130 Agrobacterium sp. 10°
2 FIAAR9110 Agrobacterium sp. 10°
3 FIAAR8300 Agrobacterium sp. 10°
4 FIABM7330 Bacillus sp. 10°
5 FIABM8150 Bacillus sp. 10°
6 FIABP5020 Bacillus sp. 10°
7 FIABS6360 Bacillus sp. 10°
8 FIAPP13010 Pseudomona sp. 10°
9 Testigo quimico Cadusafos 2Kia. ha’
10 Testigo Testigo sin bacterias -
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7.1.3.2 Fecha de muestreos, plantacién, aplicacion de tratamientos y medicion de ASTT

2011

2012

2013

2014

Muestreo

Plantacion

Aplicacion

ASTT
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7.1.4 Ensayo en condiciones controladas

INFORMACION DE CONTACTO

Nombre del ensayo In vitro con formulados
Comuna

Localidad Santiago

Regién Metropolitana

Predio Sector invernaderos
Encargado Erwin Aballay

DATOS PREDIO

Cultivo Cerezo

Variedad Colt

Inicio de ensayo 2014

Contenedores 500 cm’®

Sistema de riego Manual, agua desmineralizada

7.1.4.1 Tratamientos para la evaluacion de los formulados en condiciones controladas

Tratamiento Inéculo Tipo de Inéculo Dosis
1 FIAPF550+FIAPF2130+FIAPF13010 Formulado liquido 75 ml 10°
2 FIAPF9110 Formulado liquido 75 ml 10°
3 FIAPF550+FIAPF2130+FIAPF13010 Cepa pura 75 ml 10°
4 FIAPF9110 Cepa pura 75 ml 10°
5 FIAPF550+FIAPF2130+FIAPF13010 Formulado polvo 75 ml 10°
6 FIAPF9110 Formulado polvo 75 ml 10°
7 Nematicida Cadusafos liquido 100 ppm
8 Nematicida Bafex-N 5k ha”
9 Testigo absoluto Agua -

59



Marcela Gonzalez E
Rectángulo

Marcela Gonzalez E
Rectángulo


7.2 Analisis econémico actualizado, comparando con los analisis de la propuesta de proyecto

7.2.1 Aporte Ejecutor

item Sub item Programado Real Saldo

Erwin Aballay No pecuniario

Recursos

humanos T
Marta Sepulveda No pecuniario
Laboratorios g

Infraestructura IR i No pecuniario

Viaticos y Movilizacién | Camioneta No pecuniario

Total | No pecuniario
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7.2.2 Aporte Asociado

item

Sub item

Programado

Real

Saldo

Recursos humanos

Marcia Barraza

No pecuniario

Trabajador No pecuniario
Infraestructura Laboratorios, No pecuniario
Invernaderos, oficinas P
Combustibles Pecuniario
Viaticos y movilizacién | Camioneta No pecuniario
Peajes Pecuniario
Materiales .
: Sustratos plantas N i
A fsneer p 0 pecuniario
Servicios A
Formulados Pecuniario
de terceros
astos ; d i o
ks Mantencioén equipos Pecuniario
generales

Total

No pecuniario

Pecuniario
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7.2.3 Aporte FIA

item

Sub item

Programado

Real

Saldo

Recursos Humanos

Simona Prodan

Silvia Gutiérrez

Total RR. HH.

Equipamiento

2 Incubadoras

1 Refrigerador

1 Termociclador

1 Centrifuga

1 Bafio termo regulado

1 Vortex

1 Camara electroforesis

1 Transiluminador UV

1 Agitador orbital

1 Fotodocumentacion

1 Balanza analitica

1 pH metro

1 Aire acondicionado

Total Equipamiento

Viaticos y
movilizaciéon

Viatico Nacional

Viatico Internacional
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Combustibles

Peajes

Pasaje bus Nacional

Pasaje aéreo Internac.

Total V. y movilizac.

Materiales e
insumos

Insumos lab. y campo

Total M. e insumos

Servicios de terceros

Analisis de suelos

Identificacion de cepas

Total S. a terceros

Difusion

Charla

Total Difusion

Capacitacion

Congreso o Curso Int.

Total Capacitacion

Gastos generales

Oficina-fotocopias

Correspondencia

Inicio patentamiento

Total G. generales

Overhead
Gastos
administraciéon
Total G. admin.
Imprevistos Imprevistos
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Total Imprevistos

Total

Total
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7.3 Analisis de las perspectivas del rubro, actividad o unidad productiva desarrollada,
después de finalizado el proyecto

La gestidon realizada en los 3 afios de investigacién ha logrado demostrar en terreno la
eficacia de las cepas seleccionadas, las cuales son la base para un futuro bionematicida.

El desarrollo de 2 formulaciones que han permitido mantener viables las cepas utilizadas
por un periodo de mas de 3 meses, permite contar con el material necesario para ser
comercializado. Este trabajo aun no termina, ya que se busca hacer un seguimiento del
comportamiento de los formulados durante 1 afio, bajo condiciones de almacenamiento a
diferentes temperaturas.

Para darle la continuidad practica, esta en desarrollo un acuerdo comercial con la empresa
BIOGRAM S.A, de forma de poder licenciarle su formulaciéon y comercializacién a nivel nacional.
BIOGRAM S.A. se hara cargo del registro ante el Servicio Agricola y Ganadero, formulacién y
distribucion del producto, cancelando a la Universidad de Chile un royalty aan no definido, pero que
se estima entre 10 y 15% de las ventas.

7.4 Descripcion estrategias de marketing de productos, procesos o servicios (segin
corresponda a la naturaleza del proyecto).

Toda esta labor correspondera ser desarrollada por la empresa a la cual se le licenciara el
set de bacterias seleccionadas.
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8. IMPACTOS Y LOGROS

8.1 Impactos Productivos, Econémicos y Comerciales
Al inicio del Al final del . ;
Logro Proyecto Proyecto Diferencial
Formacion de empresa g . .
o unidades de negocio No aplica No aplica No aplica
Produccioén (por 2 : '
producto) No aplica No aplica No aplica
Costos de producciéon No aplica No aplica No aplica
Ventas y/o Ingresos No aplica No aplica No aplica
Nacional | No aplica No aplica No aplica

Internacional | No aplica No aplica No aplica
Convenios comerciales | No aplica No aplica No aplica
8.2 Impactos Sociales

Al inicio del Al final del > z
Logro Proyecto Proyecto Diferencial

Nivel de empleo anual No aplica No aplica No aplica
Nuevos empleos : 1 .
generados No aplica No aplica No aplica
Productores o unidades ; - 3
de negocio replicadas No aplica No aplica No aplica
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8.3 Impactos Tecnolégicos

Niumero
Logro Nuevo en Nuevo en Mejorado Detalle
el mercado la empresa
Obtencion de formulados de cepas
Producto | Si st sollas No de rizobacterias efectivas en el
P control de nematodos y estimulacion
del crecimiento radical.
Su importancia  esta basada
principalmente en la proteccién de
] las bacterias (células), con el objetivo
FeGDes] NG Noaphcs he de obtener un producto que dure por
tiempos prolongados y resista una
cadena de distribucién comercial.
Servicio No aplica No aplica No aplica No aplica
Propiedad Intelectual Numero Detalle
Patentes 0 Sin patentes
Solicitudes de patente 0 Sin solicitudes
Intencion de patentar 1 En tramite. Estudio de factibilidad de patentar.
Secreto industrial 0 No aplica
Resultado no patentable | 0 En estudio.
Resultado interés publico | 0 No aplica
Logro Numero Detalle
Convenio o alianza " o :
tecnolégica 1 Licenciamiento Biogram S.A.
Generacidon nuevos 0 B ok

proyectos
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8.4 Impactos Cientificos

Logro Namero Detalle (Citas, titulo, descripcioén)
Publicaciones 0 Sin publicaciones
Por Ranking

Castarieda, C. and Aballay, E. 2013. Evaluacion in
vitro de filtrados de cepas rizobacterianas sobre los
Eventos de divulgacién nematodos fitoparasitos Xiphinema index vy
cientifica Meloidogyne ethiopica. XLV Annual Meeting,
Organization of Nematologists of Tropical America,
ONTA, La Serena, Chile. October 20-25, 2013.

Integracién a redes de

investigacion No aplica No aplica
8.5 Impactos en Formacion
Logro Ndmero Detalle (Titulo, grado, lugar, institucién)
Tesis pregrado No aplica No aplica
Tesis postgrado No aplica No aplica
Pasantias No aplica No aplica
Cursos de capacitacion | O Sin cursos de capacitacién

8.6 Descripcion y cuantificacion de los impactos obtenidos, y estimacion de lograr otros
en el futuro, comparacién con los esperados, y razones que explican las discrepancias.

Se estima que el proceso de desarrollo del proyecto se dio de acuerdo a lo estimado, tal
vez lo mas complejo ha sido la correcta identificacion de las bacterias, dado principalmente porque
algunas cepas han sido basicamente consorcios naturales, de muy compleja separacion, lo que
lleva a una casi imposible caracterizacion molecular. De todas maneras es probable que de alguna
maneta estas especies individuales se asocien por razones simbiéticas y que esto también esté
teniendo algun grado de significacion en su eficacia.

Los impactos aun no se ven, esto se proyecta para el futuro, en la medida que registre en

el Servicio Agricola y Ganadero y comience su comercializacion, proyectada para el afio 2015. Se
espera sea un producto de uso frecuente en carozos en general, partiendo su uso desde viveros,
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continuando con plantaciones nuevas, entre ellas replantes y huertos adultos en general, donde la
destruccion de las raices aun no sea extrema.

8.7 Indicadores de impactos y logros a detallar dependiendo de los objetivos y
naturaleza del proyecto
Seleccioén de rizobacterias efectivas para el control de nematodos fitoparasitos en cerezo.

Caracterizacion fisioldgica y molecular de las cepas de rizobacterias seleccionadas para
formular. Descripcion de consorcios e identificacién de nuevas especies.

Desarrollo de 2 formulaciones, una en polvo y otra liquida. La formulacién polvo para el uso
de inmersion de raices y sistemas de riego mecanizados. La formulacién liquida, para sistemas de
riego mecanizado.

Avances en el establecimiento de acuerdo comercial con una empresa formuladora del
producto y distribuidora (BIOGRAM S.A)).

69



9. PROBLEMAS ENFRENTADOS

Legales

No se enfrentaron problemas legales durante la ejecucion del proyecto.

Técnicos

No se enfrentaron problemas técnicos durante la ejecucién del proyecto

Administrativos

No se enfrentaron problemas administrativos durante la ejecucién del proyecto

Gestion

No se enfrentaron problemas de gestion durante la ejecucién del proyecto
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10. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

101 Técnicas

1. La identificacion bacteriana molecular, segun los resultados de la presente investigacion,
complementada con la elaboracién de arboles filogenéticos, puede entregar una amplia
informacién para la caracterizacién de individuos a nivel de especie. Sin embargo, son necesarios
métodos adicionales, como los bioquimicos, para obtener resultados confiables en grupos
estrechamente relacionados desde el punto de vista genético.

2. Rizobacterias aisladas de suelos agricola en Chile, son capaces de ejercer algun grado
importante de disminucion de la presencia de nematodos fitoparasitos afectando a cultivos, en este
caso cerezos, hecho que puede ser extrapolable a otros frutales y cultivos.

3. Para lograr un producto que sea utilizable bajo diferentes condiciones de suelo, manejo

y tipos de nematodos, es recomendable la mezcla de cepas, ya sea como especies individuales o
de consorcios naturales y asi ampliar el espectro de accion.

10.2 Econdmicas

Una recomendacion para la etapa posterior al término del proyecto, es poder lograr un
producto comercial que sea de un costo competitivo en el mercado, en términos de una buena
relacion costo/beneficio.

10.3 Gestion

Es recomendable contar desde el inicio de un proyecto de este tipo, con empresas
biotecnolégicas o unidades que posean las capacidades técnicas de apoyo en el trabajo con
microorganismos, ya sean formulaciones, conservacion, trabajo en terreno y otros.
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11. INFORME DE DIFUSION

11.1 Charlas de difusion

1. Se realiz6 una charla de difusion, en la cual se expusieron los principales resultados
obtenidos durante la ejecucion del proyecto. Esta actividad, se desarroll6 en la comuna de
Chimbarongo, Region del Libertador General Bernardo O° Higgins, el dia 04 de septiembre, y
participaron tanto viveristas y productores de cerezas, como también asesores y representantes de
importantes empresas quimicas.

Marcia Barraza, Directora de la Asociacién Gremial de Viveros Frutales, realiza una
interesante introduccién acerca de la importancia del control de nematodos fitoparasitos en viveros,
promoviendo entre los asistentes el interés en la investigacion realizada, e invitandolos a seguir
informandose sobre estos avances.

Erwin Aballay, Director del Proyecto, expone los principales y mas importantes resultados
obtenidos en los 3 afos y medio de investigacion.

2. Se realizé una Charla en el evento organizado por la Revista Red Agricola, los dias 2 y
3 de Julio de 2014, en Espacio Riesco, Santiago.

Dentro de este evento hubo diferentes Seminarios, uno de los cuales se refirié al control
biolégico de plagas y enfermedades. Para este item se presentd la charla “Desarrollo de nuevos
bionematicidas en Chile”. Se adjunta el programa desarrollado en el evento.

A continuacién, se adjunta material de difusion.
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11.1.1 Programa charla de difusion

Vi\qu;fi‘i”@m nto ‘ i I l
v qus da sl v
PROYECTO FIA
PYT-2011-0052

“Uso de rizobacterias para mejorar el desarrollo y sanidad en raices
de cerezos”

PROGRAMA
09:30-10:00 Coffee Break
10:00 - 10:05 Bienvenida Erwin Aballay
10:05-10:20 Participacion y experiencia de Viveros El Marcia Barraza

Tambo en el proyecto
10:20 - 11:20  Presentacion de principales resultados Erwin Aballay
11:20-11:40 Ronda de preguntas

11:40-12:30 Coctel

Santiago, Jueves 04 de Septiembre de 2014

LABONEMA
Laboratorio de Nematologia Agricola
Universidad de Chile
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LABORATORIO DE NEMATOLOGIA
UNIVERSIDAD DE CHILE

Proyecto financiado por
Fundacion para la Innovacién Agraria
Codigo PYT-2011-0052

LABORATORIO DE NEMATOLOGIA
UNIVERSIDAD DE CHILE > Uso de rizobacterias

para mejorar el
desarrollo y sanidad
en raices de cerezos.

www.nematologia.uchile.cl
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SL

El objetivo de este proyecto es la formulacién de
un biopesticida para el control de nematodos, en
base a cepas de rizobacterias seleccionadas
previamente desde cultivos de vides en
produccién, las cuales en estudios previos en
condiciones de invernadero mostraron efectos
antagonistas a nemétodos en términos de control
(efecto nematicida) y positivos sobre el desarrollo
radical (efectos nematicida y nemostéatico). El
producto seréd utilizado en Cerezos, frutal que se
ve afectado por varias especies de nematodos,
sobre las cuales los portainjertos solo muestran
alguna tolerancia en contra de Meloidogyne spp.

Se evalud durante dos temporadas la presencia de
danios en raices, vigor y poblacién de nematodos.
Posteriormente, una seleccién de las 3 cepas maés
efectivas fueron formuladas en base a acarreadores,
los cuales son elementos que permiten que el
producto final tenga volumen, provee de
propiedades antiaglomerantes, dipersantes vy
entregan nutrientes para la mantencién de los
microorganismos. Entre ellos estén las arcillas,
glucosa, carbonatos, maltodextrina y otros, que
fueron determinados de acuerdo a las necesidades,
como parte del desarrollo del proyecto. Un
producto de este tipo es de alta conveniencia, ya
que evita la contaminacién del suelo, riesgo para
operarios y consumidores, la presencia de residuos
en la fruta, y aumenta los efectos de mediano y
largo plazo, ya que hay una colonizacién por el
establecimiento en la rizésfera de las plantas.

El nuevo biopesticida sera protegido con patente
de invencioén, en favor de la Universidad de Chile.
El agente asociado, Viveros El Tambo, utilizara el
producto para diferenciar su material en el
mercado, vendiendo plantas inoculadas.




11.1.3 Pendoén charla de difusién

[ s

& ik

Proyecto financiado por
Fundacion para la innovacion Agraria
Codigo PYT-2011-0052

L
B -
s Iveres it ok

%

Uso de rizobacterias
para mejorar el
desarrollo y sanidad
en raices de cerezos.
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11.1.4 Charla Revista Red Agricola

Conferencia
Redagricola

Conferencia & Exposicién 2 y 3 de Julio
Espacio Riesco - Santiago

Guia Conferencia
Programa "t.'Z'

Plano Exhibicion (&)

Guia de expositores @
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11.1.5 Programa Charla Revista Red Agricola

@

» SALON A
MANEJD INTEGRADO DE PLAGAS & NOVEDADES EN BIOCONTAOL, BID-FITOSANITARIOS
8:00-9:00 Registro

09:00-09:30 “La obligatoriedad del Manejo Integrado de Plagas en Europa”, Gongzl Barrios. Bidlogo, Seccion de Agricultura y Sanidad Vegetal de Tarragona, Depalm~
10 de Agricultura. Generalitat de Catalufia.

09:30- 10:00 “Manejo Integrado de Plagas en Chile”, Dr. Rerato Ripa, BIOCEA.

10:00-10:30 "Relacion entre nutricion mineral y las enfermedades de las plantas”, Dr. Lawrence Datnoff, Louisiana State University (EEUU.)

10:30- 11:15 COFFEE BREAK

11:15- 11:45 " Lobesia botrana: hospederos, dispersién y manejo”, Luis Sazo, Universidad de Chile, Chile.

11:45- 12:10 “Estrategie de Manejo de Lobesia botrana er Chile”, Grise! Monje, Ingeniero Agrénome, Directora Ejecutva del Programa Oficial de Control de Lobesia
botrana, SAG, Chile.

12:10- 12:40 “Experiendias de Manejo y Control de Lobesia botrana en Espafia”, Gongal Barrios, Bidlogo, Seccién de Agricultura y Sanicad Vegetal de Taragona, Departa-
mento de Agricultura. Generalitat de Catalufia.

12:40-13:00 Mesa Redenda: Gonzal Barrios, Grisel Monie, Luis Sazo

13:00- 14:30 ALMUERZ3 AUSPITIADO POR NUTRAFEED

14:30- 15:00 “Ferspectivas para el desarrollo de una industria chilena de bicinsumos”, Dr. Ecuardo Donoso, Director, Bioinsumos Nativa, Chile.

15:00-15:30 “Nuevas herramientas para el Manejo Integrado de Plagas: nuevo cebo para el control de hormiga argentina y nueva barrera para burritos y capachitos”,
Pilar Larral, Ingeniero Agrénomo, BIOCEA, Chile.

15:30- 16:00 “Desarrolio de nuevos bionematicidas en Chile”, Dr. Erwin Aballay, Universidad de Chile.

16:00-16:30 COFFEE BREAK

16:30-16:55 "Bioldgicos: Complementan la oferta Integrada de Bayer CropScience”, Rubén Santamarla, Crop Manager Vides, Bayer CropScience, Chile.

16:55-17:20 "Desarrolio de tecrologias organicas a base de microorganismos nativos para potenciar el sector horticola en zonas éridas de Chile”, Dra. Alexandra Stolt
{Alemania), CEAZA, Chile,

17:20- 17:45 “Timorex Gold, la nueva solucién orgénica para enfermedades fungosas”, Pablo Gonzélez, Asesor AgroAMIGO, Syngenta, Chile.

17:45-18:10 "Experiencias de campo en Manejo Integrade de Plagas y uso de bioinsumos para reducir residuas de fitosanitarios en uva de exportacién”, Carolina Cruz,
Ingeniero Agronomo, consuitora, Chile.

18:10-20:00 COCKTAIL AUSPIGIADG POR ADAMA

» SALON B
2* CONFERENCIA NACIONAL DE RIEGO Y DRENAJE AGRYD-REDAGRICOLA
03:00 Palabras de Bienvenida. Presidente de la AGRYD y editor de Redagricola.
09:00-03:30 “El agua como insumo clave para la agricultura”, Patricio Crespo, Presidente, Sociedad Nacional de Agricultura, Chile.
09:30- 10:00 “Plan de gastion de los recursos hidricos de Chile”, Reinaldo Ruiz Vaidés, Delegado Presidencial para los recursos hidricos de Chile.
10:00-10:30 “Politicas y Programas de la Comisién Nacional de Riego: cdmo enfrentar ef escenario de escasez hidrica”, Patricie Greg, Secretario Ejecutivo, Comision
Nacional d2 Riego, Chile.

10:30-11:15 GOFEE BREAX

11:15-11:45  “Estrategias de Manejo del Riego en escenaros de escasez hidrica, un exitoso estudio de caso en palto”, Ratil Fetreyra, INIA, Chile.
11:45-12:15 “Riego utilizando energia solar, experiencias 2n Chile”, Erik Cartes, | Energia, Chile.
12:15-12:45 “Escenarios futuros de oferta de energia en Chile”, Rodrigo Castillo, Director Ejecutivo, Empresas Eléctricas AG, Chile.

13:00-14:30 ALMUERZO AUSPICIADD POR NUTRAFEED

14:30-15:00 “Optimizacién del recurso hidrico: la regulacion de canales mediante automatizacion y telecontrol”, irene Bernaus, Riegosalz, Chile.

15:00 -15:30 “la productividad del agua: un marco conceptual para adaptar a agricultura a la aridizacion”, Dr. Nicolds Franck, Centro de Estudios de Zonas Aridas, Uni-
versidad de Chile.

15:30- 16:00 “Distribucisn del agua y gestidn del riego a través de un phone®, Guillermo Val la, WiseConn, Chile.

16:00- 16:30 COFFEE BREAK

16:30-17:00 “El monitoreo de la humedad del suelo incrementa la productividad en nogales y uva de mesa”, Alejandro Diestre, CDTec, Chile.

17:00- 17:30  "Determinando estado hidrico de frutales en tiempa real utilizande la sonda magnética 7IM-Probe”, Wilsen Gaota, Fertigation Specialist, Yara, Noruega.
17:30-18:00 “Uso de la percepcion remota y drores para estimar el consumo de agua en olivos y vifias”, Dr. Samuel Ortega, CTRA, Universidac de Talca, Chile,

18:10-20:00 COCKTAR AUSPICIADD POR ADAMA
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12. ANEXOS

121 Fotografias ensayos de campo, predio La Paloma, Nancagua y Tinguiririca,
formulados polvo y liquido.

Figura 17. Predio La Paloma. A: Plantas de cerezo afio 1. B: Aplicacion de tratamiento nematicida.
C: Inoculacion tratamientos cepas de rizobacterias. D: Plantas de cerezo afio 3 (verano). E: Plantas
de cerezo aro 3 (invierno). F: Recarga de baldes con agua de riego para inoculacion. G: Muestreo
de suelo.
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Figura 18. Predio Nancagua. A: Raiz desnuda. B: Recarga de baldes con agua de riego para
inoculacion. C: Plantas de cerezo afio 3 (invierno). D: Preparacion de tratamientos bacterianos en
campo.
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Figura 19. Predio Tinguiririca. A: Plantai()n de cerezos afno 1. B: Muestr de suelo. C: Medicion
ASTT. D: Sistema de riego por tendido. E: Plantas de cerezo afio 3 (verano).
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"%‘mo nematod®

Univ, Chile.

Figura 20. Formulados. A: Polvo. B: Liquido.
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12.2. Fichas Curriculares

12.2.1 Investigador principal

Nombres Erwin

Apellido paterno Aballay

Apellido materno Espinoza

RUT

Profesion Ingeniero Agrénomo

Empresalorganizaciéon donde trabaja

Universidad de Chile

RUT

Cargo o actividad que desarrolla en
ella

Académico

Si es investigador responda

Horas totales dedicadas al
proyecto

Valor total de las horas
dedicadas al proyecto ($)

Direccion laboral (calle y niimero)

Ciudad o Comuna

Region

Metropolitana

Pais

Chile

Teléfono fijo

Fax

Teléfono celular

Email

Género

Masculino

Etnia (2) (clasificacion al final del
documento)

Tipo (3) (clasificacion al final del
documento)

Sin Clasificar

Firma
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12.1.2 Equipo Técnico

Nombres Karla

Apellido paterno Cérdova

Apellido materno Zahiga

RUT

Profesién Ingeniero Agrénomo

Empresal/organizacion donde trabaja

Universidad de Chile

RUT

Cargo o actividad que desarrolla en

ella

Administracién proyectos de investigacion

Si es investigador responda

Horas totales dedicadas al | Valor total de las horas
proyecto dedicadas al proyecto ($)

Direccién laboral (calle y niimero)

Ciudad o Comuna

Region

Metropolitana

Pais

Chile

Teléfono fijo

Fax

Teléfono celular

Email

Género

Femenino

Etnia (2) (clasificacion al final del
documento)

Tipo (3) (clasificacion al final del
documento)

Profesional

Firma
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Nombres Simona
Apellido paterno Prodan
Apellido materno

RUT

Profesion Bioquimico

Empresalorganizaciéon donde trabaja

Universidad de Chile

RUT

Cargo o actividad que desarrolla en
ella

Laboratorista

Si es investigador responda

Horas totales dedicadas al
proyecto

Valor total de las horas
dedicadas al proyecto ($)

Direccion laboral (calle y nimero)

Ciudad o Comuna

Region

Metropolitana

Pais

Chile

Teléfono fijo

Fax

Teléfono celular

Email

Género

Femenino

Etnia (2) (clasificacion al final del
documento)

Tipo (3) (clasificacion al final del
documento)

Profesional

Firma
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Nombres Verodnica

Apellido paterno Escobar

Apellido materno Tolosa

RUT

Profesién Asistente de laboratorio

Empresalorganizacion donde trabaja

Universidad de Chile

RUT de la empresalorganizacion

Cargo o actividad que desarrolla en
ella

Procesos de muestras de suelo para analisis, mantencién
de ensayos, montajes de estudios de campo y
evaluaciones.

Si es investigador responda

Valor total de las horas
dedicadas al proyecto ($)

Horas totales dedicadas al
proyecto

Direccion laboral (calle y niimero)

Ciudad o Comuna

Regién

Metropolitana

Pais

Chile

Teléfono fijo

Fax

Teléfono celular

Email

Género

Femenino

Etnia (2) (clasificacion al final del
documento)

Tipo (3) (clasificacion al final del
documento)

Profesional

Firma
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Nombres Silvia

Apellido paterno Gutiérrez

Apellido materno Gutiérrez

RUT

Profesion Asistente de laboratorio

Empresal/organizaciéon donde trabaja

Universidad de Chile

RUT de la empresal/organizaciéon

Cargo o actividad que desarrolla en
ella

Procesos de muestras de suelo para analisis, mantencién
de ensayos, montajes de estudios de campo y
evaluaciones.

Si es investigador responda

Valor total de las horas
dedicadas al proyecto ($)

Horas totales dedicadas al
proyecto

Direccion laboral (calle y nimero)

Ciudad o Comuna

Regidn

Metropolitana

Pais

Chile

Teléfono fijo

Fax

Teléfono celular

Email

Género

Femenino

Etnia (2) (clasificacién al final del
documento)

Tipo (3) (clasificacion al final del
documento)

Profesional

Firma
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Nombres Marcia

Apellido paterno Barraza

Apellido materno Montes

RUT

Profesion Ingeniero Agrénomo

Empresal/organizacion donde
trabaja

Viveros El Tambo

RUT de la empresal/organizacién

Cargo o actividad que desarrolla en
ella

Gerente de produccion

Si es investigador responda

Horas totales dedicadas al | Valor total de las horas
proyecto dedicadas al proyecto ($)

Direccion laboral (calle y niimero)

Ciudad o Comuna

Region

Libertador Bernardo O’Higgins

Pais

Chile

Teléfono fijo

Fax

Teléfono celular

Email

Género

Femenino

Etnia (2) (clasificacion al final del
documento)

Tipo (3) (clasificacion al final del
documento)

Profesional

Firma
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