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1. ANTECEDENTES GENERALES 
Código: FI A—PI—C— 2004-1 -A-C-93 

Nombre del Proyecto: Evaluación de cepas nativas de la bacteria Pasteuriapenefrans para el 
biocontrol de nematodos fitoparásitos asociados a cultivos de vid, tomate y cítricos 

Región: VII 

Aenle Ejecuto,-:	 1)ivclsldad de laica. 

.1.efl1C Asociados: 1310 Insumos Nativa 

Coordinador del Proyecto.- Mauricio Lolas Canco 

I'criinlo de 1ijt'cnción: DIciembre 20ft1 a Noviembre de 200 

COSTO TOTAL DEL PROYl(Ti() 
(Valores Reajustados)	 : 5	 1152,944,727 

FINANCIAMIENTO SOLICITADO A FIA 	
$	

92,112,784	
(Ø % (Valores Reajustados) 	

1 

APORTE DE CONTRAPARTE Universidad	
33,504,181   de Talca	 : $  	 22	 % 

(Valores Reajusta(los) 

APORTE J)E CONTRAPARTE Bio Insumos 	
27,637,761   Nativa Ltda.	 : $  	 18	 % 
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Nombre Completo Profesión Especialidad
Función y 

Actividad en el 
Proyecto

Dedicación al 
Proyecto (% 

año) 
Mauricio Alberto Lolas Ing. Fitopatologia '' Coordinador 18% oloía 
Claudio Roberto 
Sandoval Briones Ing, Agrónomo

Ejtçatologia ______ Coordinador 
Alterno 11% Ms; Doctor 

Lduardo Patricio 
Donoso Cuevas Ing. Agrónomo Control biológico Asistente de 

inves tigación  
Victor Rolas

Tec. Agrícola.  Mantención de Asistente de 
laboratorio ceparios 

Cristian Marcelo Munoz
Tec. Agrícola F itopatología Y Producc ión e 

Morales identificación de Nematología nematodos  
kimena Astorguiza 
Fierro Ing. Agrónomo Producción de Producción masiva 

microorganismos dePasleuria 
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Tec. AgrJçQla Fitopatología Producción de
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royecto, logro ci cumplimiento de sus objetivos, a través de la aislación de cepas nativas de El presente p  
la bacteria Pasteuria penetrans y además de otros organismos no considerados inicialmente en el 
proyecto. Ambos grupos de bio controladores, presentaron altos y consistentes niveles de control de 
nematodos de los géneros Meloidoyne y Tvlenchulus, tanto en condiciones in vitro, in vivo y bajo 
condiciones de campo, con niveles de control similares a los obtenidos por los programas tradicionales, 
en base a plaguicidas químicos. Por desgracia, no fue posible asilar cepas activas contra nematodos del 
genero Xiphinema. 

I.a producción a escala superior a la de laboratorio, de las cepas de Pasteuria, es un reto no resuelto, 
tanto por el proyecto como por otros grupos de investigación en el mundo. Pero dada la aislación de las 
bacterias formadoras de endosporas (BFE), las que son fácilmente reproducibles in vitro y en escala 
industrial, fue posible, obtener las bases tecnológicas, para el desarrollo de un producto comercial, 
disponible en el corto plazo. El que por sus características, se espera que no posea restricciones para su 
liso en ningunos de los sistemas de certificación usados actualmente. 

Además, se logro establecer relaciones de trabajo con grupos de investigadores en Rothampstead (UK) 
y con la Universidad e Florida (USA), ambos centros con líneas de investigación en el control biológico 
(lC llClilltO(lOS. 
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()hjctivos del Proyecto: 

3. Objetivos Generales 
Recolectar, aislar y evaluar la capacidad biocontroladora de cepas nativas de Pasteuria penetrans 
recolectadas en las Regiones Metropolitana, VI y VII, para nernatodos fitoparúsitos causantes de 
enfermedades en cultivos de vid, cítricos y tomate. 

3.1.	 jctvos Específicos 

8.2. 1 Recolección y reproducción de cepas nativas de Pasteuria penetrans. 
8.7.7 Evaluación de la capacidad controladora in vitro de cepas nativas de Pp para 

.Uphinema, Meloidogyne y 7ylenchulus. 
8.27 Fvaluación in vivo de la capacidad biocontroladora de las cepas de Pp efectivas en 

cultivos de tomate, vid y cítricos, inoculados con los nematodos fitoparásitos 
.\71)hinema, Meloidogyne y Tylenchulus 

$.2.	 1-.,valuación en campo de la capacidad biocontroladora de las cepas de Pp efectivas en 
cultivos establecidos por agricultores de la zona y 	 con	 historial de	 ataques por

nernatodos. 
8.2.5 Desarrollar un sistema de producción masivo y de almacenaje de las 	 cepas de Pp


biocontroladoras efectivas que genere una formulación comercial. 
8.2.6 Difundir ampliamente los resultados alcanzados del proyecto entre 	 grupos	 de

aericuttorcs con potencialidad LIC adoptar esta ccnoIoizía. 

Los ohlctivos del proyecto fueron cumplidos con creces, dado que se logro la aislación de cepas 
de Pasteuria penetran en Chile, siendo esta el primer reporte de la presencia de este organismo 
en el país. A esto se sumo la detección y aislación de bacterias formadoras de endosporas 
(B FE), con capacidad nernaticida. 
Las evaluaciones de actividad, tanto de las cepas de Pasieuria como de las BFE, lograron 
niveles de control tanto ¡o y/leo, in vivo y en condiciones de campo, similares a las obtenidas 
por productos quírrucos tradicionales. 

II sistema de prodlicci(ni, fue complejo y dificil de lourar i siendo el rumavor problema la 
reproducción de las cepas de Pasleuria, no así las de BFE, las que han podido se reproducidas a 
nivel industrial y formuladas en forma adecuada. 

La difusión de los resultados del proyecto, se realizo a través de exposiciones en congresos 
científicos, tanto nacionales como internacionales, así corno charlas divulgativas y reuniones 
con asesores y equipos técnicos de empresas relevantes del sector agrícola. 
,\dcniás se involucro a asesores, en la realización de los ensayos.
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4	 Metodología del Proyecto:

LI proyecto fue divido en 5 etapas, las que son: 
• l'iospección de cepas de Pasleuria spp. 

-. Evaluación in vitro 
• Evaluación in vivo 

Evaluación en campo 
-. tI)esarrollo de iiii sistema de producción y transferencia 

4.1 Etapa I. Prospección 

Recolección de cepas nativas de Pasteuria (Pp) 

1 os lugares de recolección comprendieron huertos de cítricos, vifias, hortalizas frutales y zonas de vida 
silvestre, ubicadas entre las regiones 1 y X. 

1.1 primer paso para el aislamiento de Pp se realizó a través de la extracción de nematodos, usando el 
método estándar del embudo Baermann, de cada una de las muestras recolectadas, reservando su mitad 
para futuros análisis. Los nematodos así extraídos son mantenidos a 4° C hasta su análisis. 

Cada población de riemátodos, se observa individualmente por microscopia con contraste de fase, siendo 
los individuos sospechosos de poseer la bacteria, los que eran aislados y puestos en portaobjetos, para su 
observación individual. 
Una vez confirmada la presencia de endosporas adheridas al cuerpo del nematodo, se procedía a la 

inspección de nódulos, en el caso de Meloidogyne, con el fin de buscar hembras infectadas, lo que se 
realizaba por medio de la disección de los nódulos y extracción de las hembras, las que se colocaban en 
un porta objeto y eran reventadas con un cubre objeto, observándose la presencia de endosporas. 

Para el resto de los géneros, se tomaba el suelo, del que provenían los nematodos infectados, el que era 
uti 1 i7ado para el cultivo de tomates y posteriormente infectados con .12 deíeIoi(foLine. 

1 
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1. 1.2 Asesoría especialista extranjero 

La visita del asesor extranjero Keith 1)avies, proveniente del Horticultura Research Internacional 
Rolhamstcd, Reino Unido, se realizo para los días 23 de abril al 01 de mayo, durante su estadía, se 
confirmaron la presencia de varias cepas de Pasteuria, tanto en nematodos fitoparásitos corno saprofititos, 
siendo destacable la aislamiento de una cepa de Pp. obtenida sobre Meloidogyne spp. En un cultivo de 
tomate al aire libre, en la localidad de Chacarillas, Maule. 
El asesor Keith Davies, desarrollo una capacitación exhaustiva en el aislaiTiiento, identificación y 
reproducción de Pp. Además se realizo una charla divulgativa, invitándose tanto a investigadores, 

*	 organismos de gobierno como agricultores. 

4.13- Recolección y mantención de nematodos fitoparásitos 

De las muestras colectadas, se han extraídos nematodos de cada una de las especies en estudio, siendo 
identificados microscópicamente, y luego de que se ha determinado que no portan bacterias u hongos 
adheridos, se ha almacenado a 40 C. Estas poblaciones se utilizaron para inocular plantas de limón, 
tomate y vid, Permitiendo así contar con los nematodos necesarios para los ensayos, los que fueron 
producidos en suelo estéril y separados por especie. 

4.1.4 Aislación de bacterias formadoras de endosporas (BFE) con actividad nernaticida 

LII base a iiilorinacioii disponible, se evaluó producir PaSicuria Cii liii sistema ¡e vitre, pala lo que se 
tomaron nematodos infectados con la bacteria, a los que se les corto tanto la cabeza como la cola, luego 
(le lo cuales, fueron lavados profusamente con agua destilada estéril y posteriormente colocaron en 
matraces con agar nutriente en agitación a 25° C por 144 horas, luego de lo cual se observo la presencia 
de endosporas. Una vez ocurrido esto los medios fueron colocados a 60° C por 10 minutos, con el fin de 
solo permitir la reproducción de bacterias formadoras de endospora, entre las cuales estaría Pasteuria 
spp. Al tomar estas esporas, y ser sembradas en agar nutriente, se observo crecimiento bacteriano, de 
bacterias con forma bacilar, las que fueron reproducidas, tanto para su identificación como para su 
evaluación cii ensayos. 

1
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4.1.5 Identificación de cepas de bacterias formadoras (le endosporas (BFE) con actividad 
nematicida. 

Los procesos de identificación consistieron en observación morfológica, test bioquímicas, 
.	 secuenciamiento del fragmento ribosomal 16S y comparación de este con las secuencia presentes en 

Gen Bank y reconstrucción filogenética. para lo cual un mililitro de cultivo fue centrifugado por 10' a 
• 6000r.p.m. las células obtenidas se lavaron con tampón TE IX (lOrnM Tris-HC1, ImM EDTA, pH 8.0 

+1-0.2). Para la tisis celular el peliet resultante fue resuspendido en 200d de tampón TE IX más 
2mglm1 de lisozima y se incubó durante 30'a 37°C. Posteriormente para lograr la degradación de las 

•	 proteínas se añadió 300d de tampón lE IX JT1s 1% (p/v) de SDS y proteinaza K a concentración final 
•	 (le lOOjig/ml, la mezcla se incubó a 65°C por 1 hora. Para eliminar los péptidos y lípidos residuales se 
. adicionó 84pi de una solución 5M de NaCl más óOpJ de CTAB (10% (p/v) disuelto en 0.7M de NaCI) y 

se incubó 20' a 65°C. La suspensión resultante se trató con una mezcla 24:1 de fenol-cloroformo. Una 
vez separadas las fases por centrifugación, la fase acuosa se trató con 2-propanol para lograr la 

•	 precipitación del ADN. El ADN precipitado se lavó con etanol al 70% ( y/y) y fue secado a 37°C y 
resuspendido en tampón TE IX. Para la determinación de la pureza y concentración de los ADN 

fobtenidos se empleó un espectro fotólTietro. Se aplicó corrección de fondo al de 320nm. os genes 1 6S 
rRNA eran amplificado por medio de PCR con los partidores universales para el fragmento 16S 518 
(íorward) y 800 (reverse). El volumen final de la reacción de PCR fue de 30m1, conteniendo tampón de 
PCR IX, 2.5iriM de MgCl2, 0.2 mM de cada dNTP, 20pmol de cada cebador y 2U de Faq - ADN 

• polirnerasa (PROMEGA), más 3m! de ADN o muestra (120ng para los ADN puros). Se empleó un 
tcrmociclaclor Eppendorf programado de la siguiente manera: 1 minuto a 950C, seguidos de 40 ciclos 
compuestos por 30s a 94.00, 20s a 51.00, 30s a 74.00 y un paso final de extensión de 8'a 740C. 

II producto de PCR fue enviado a Macrogeri (Korea), para su secuenciamiento. Adicionalmente se 
enviaron cultivos puros de las bacterias para su procesamiento completo en la misma empresa, de 
manera de validar los protocolos de extracción, purificación y amplificación del fragmento 16S. 

Las secuencias de rRNA 16S fueron sometidas a alineamiento, por medio del programa CLUS'I'ALX 
1.83 (Thompsori et al. 1997), usando los ajustes de los parámetros por defecto y posteriormente al ojo 

.	 usando BIOEDIT (Hall, 1999). La secuencias totalizaron 1610 pares de bases (bp) para el gen 16S 
rRNA. Los datos fueron analizados bajo máxima parsimonia por medio del programa PAUP 4.Ob10 
(Swofford, 2002). Utilizando solo los caracteres informativos, tratados como no ordenados y sin pesaje, 

S (lado el numero (le taxas, se realizo una búsqueda exhaustiva. Los caracteres fueron optimizados 
mediante ACCTRAN (Hall et a]. 2004). La robustez de los arboles obtenidos se eva!uo por ur.i 

•	 bootslrap (le 1000 replicas. 

1 
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4.2 Etapa II: Evaluación in vitro 
.4.2.1 Evaluación ¡ti vitro (le capacidad de adherencia de cepas de Pasleuria sobre nernalodos 
fi lopa rásitos. 

Para evaluar la capacidad cíectiva de los aislados de PI), se utilizo la siguiente metodología: 

En placas Petri de 5 cm. de diámetro se colocaran 5 ml de una suspensión de 50 nematodos 
íitoparásitos, a la que se agrego 1 ml de una suspensión de un cultivo de Pp, a una concentración de 106 
esporas/ml, para luego ser dejadas en incubación, en oscuridad a 25° C de temperatura por 3 días, en 
agitador calefaccionado. Cada combinación bacteria/nematodo tuvo 5 repeticiones, utilizando un diseño 
completamente al azar. 

4.2.2 Evaluación (le bacterias formadoras (le esporas con actividad nematicida 

ln placas Petri con 10 ml de agua estéril y 80 J2 de tv!eloidogyne incognita se agrego 1 ml de una 
suspensión de esporas puestas en zeolita a una concentración de 108 UFC/g de cada una de las cepas de 
BFE, en distintas dosis (Tratamientos con  (control), 0.5, 1, 1.5 y 3 gr/l) fueron, a una concentración de 
10 8esporas/gr,, incubándose por 72 horas en agitación, luego de lo cual se determino la población de J2 
sobrevivientes y se observo la presencia de endosporas adheridas a los nematodos de 
Lo mismo se realizo con Tylenchulus semipeneiras. utilizando 450 J2. y Pratylenchus utilizando 120 
.J2 por placa. 

Ensayo IV: Determinación de la compatibilidad de BFE con agroqilírnicos utilizados para el 
control (le nernatodos. 

FII matraces de 100 ml con agua destilada csliril, se suspendieron 1,5 gr (lx l0 UFC/g) de cada una de 
las BFE, adelTiás se adiciono la cantidad recomendada por litro de los siguientes productos utilizados, en 
el control convencional de nematodos Rugby, Nemacur, Biorend, Mocap y Furadan 
l,os matraces se mantuvieron en agitación por dos horas, luego de los cual se tomo una alícuota de Imi, 
el que fue diluido en proporción 1:1000, desde esta dilución se tomaron 500 111, los que fueron 
sembrados en una placa Petri con agar nutriente, La que se incubo por 48 horas, luego de las cuales se 
contabilizo la cantidad de colonias. Esto fue comparado con tratamientos control, sin la presencia de los 
nematicdas químicos.
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4.3 Etapa 111: Evaluación ¡ti i'iwi 

	

4.3.1	 Evaluación de capacidad (le supresión (le nematodos por suelos naturalmente 
infectado por Pasteuria, sobre de poblaciones de nematodos fitoparásitos. 

Se tomaron muestras desde suelos naturalmente infectados con Pasteurici, las muestras se colocaron 
en tubotes de 145 ml de capacidad, de los que fueron eliminados los nematodos, por aplicación de 
calor 400 C por 30 minutos, para luego, aplicar 5 ml con 50 nematodos/ mi, y sobre esto una planta 
de 2 hojas verdadera de tomate. Las que se cultivan en la cámara de crianza, por un periodo de 12 
semana, al fin del cual, se evaluó la cantidad de nódulos en las raíces, poblaciones de nematodos en 
el suelo, nivel de infección, n y población de nematodos final Esto se ha realizado con 15 suelos 
naturalmente infectados con Pp y 15 poblaciones de Meloidogyne. Con 3 repeticiones por 
combinación. 

En el caso de Tylenchulus, se realizo la misma metodología usando macetas de 4 litros y plantas de 
naranjo. 

	

4.3.2	 Evaluación de capacidad nematicida de cepas de Pasteuria sp. sobre poblaciones de 
Meloidogyne y Tylenchulus sernipenetraizs. En plantas de tomate, vid y limón en 
condiciones controladas. 

'loinale 
l.n macetas de 4 litros de capacidad con un sustrato estéril compuesto por arena, compost, perlita y 
turba 1:2:2:2, se trasplantaron plantas de tomate CV. Maria Italia. 
[os tratamientos consistieron en: 
-. Testigo negativo (solo suelo estéril) 

Testigo Positivo (inoculado con nematodos) 
-. Pasteuria cepa 97 en dosis de lxi 06 esporas/ml, en 500 ml por planta 
-. Pasteuria cepa 97 en dosis de 1 xl 7 esporas/ml en 500 ml por planta 
• Pasteuria cepa 97 en dosis de IxIO 8 esporas/ml en 500 ml por planta 
• l'ateuria cepa 213 en dosis de lx 106 esporas/ml, en 500 ml por planta 

-. Pasteuria cepa 213 en dosis de 1x10 7 esporas/ml en 500 ml por planta 
Risteuria cepa en 213dosis de lxlOR esporas/ml en 500 ml por planta 

-. Nematicida: Furadan, dosis comercial. 
l.•us aplicaciones se realizara inmediatamente después de transplante, y 2 horas después se inoculara 
cada planta, en los tratamientos que corresponda con 3000 J2 por maceta de Meloidogyne incogn ita que 
íueron colectados desde un cultivo de tomate en Quillota, identificado y luego reproducidos en forma 
artificial. 
A las 12 semanas, se evaluó población final, altura y peso seco de las plantas, así como índice de 
nodulación (0: sin nódulos; 1: 10%; 2: 25 %; 3: 50 %; 4:75% y 5:100%) y porcentaje de J2 y hembras 
nfectadas. 

Vid 
En macetas de 20 litros de capacidad con un sustrato estéril compuesto por arena, compost, perlita y 
turba 1:2:2:2, se trasplantaron plantas de vid CV. Merlot 

-. Iesíno negativo (solo suelo estéril)
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-: testigo Positivo (inoculado con nematodos) 
Pasteuria cepa 213 en dosis de 1  106 esporas/mi, en 500 ml por planta 

• Pasteuria cepa 213 en dosis de 1  10' esporas/ml en 500 ml por planta 
-. I'asteuria cepa 213 en dosis de 1 x 10 8 esporas/ml en 500 ml por planta 
-	 ematicida Nemacur, dosis comercial. 
Las aplicaciones se realizara inrriediatamente después de transplante, y 2 horas después se inoculara 
cada planta, en los tratamientos que corresponda con 3000 J2 por maceta de Meloidogyne arenaria que 
fueron colectados desde un cultivo de vid ubicado en Villa Alegre, identificado y luego reproducidos en 
fonna artificial. 

Limón 

En macetas de 20 litros de capacidad con un sustrato estéril compuesto por arena, compost, perlita y 
turba 1:2:2:2, se trasplantaron plantas de limon CV. Eureka 

Testigo negativo (solo suelo estéril) 
Testigo Positivo (inoculado con nematodos) 

-. Pasteuria cepa 329 en dosis de lxi 06 esporas/mi, en 500 ml por planta 
-. Pasteuria cepa 329 en dosis de lxi 0 esporas/ml en 500 ml por planta 

Pasteuria cepa 329 en dosis de 1X108 esporas/ml en 500 ml por planta 
Nematicida Nemacur, dosis comercial. 

Las aplicaciones se realizara inmediatamente después de transplante, y 2 horas después se inoculara 
cada planta, en los tratamientos que corresponda con 5000 J2 por maceta de T lenchulus semipenelrans 
elite fueron colectados desde un cultivo de limones ubicado en Pomaire, identificado y luego 
reproducidos co forma artificial. 

4.3 Ensayos in 'iro de control de tIieloidogrnespp y i)deiichzilus sern ¡pon elrans por haclerias con 
actividad nematicida, bajo condiciones controladas. 

Ensayos en tomate 
En este cultivo se utilizo población identificada por corte perineales como Meloidogvne incognita, 
obtenida del predio de de Colin donde se estableció el ensayo en campo, y se utilizo la misma variedad 
tic tomate CV. Maria Italia. 
Plantas de 4 semanas de edad se trasplantaron a macetas de 10 litros, con un sustrato estéril compuesto 
por arena, compost, perlita y turba 1:12:2. 
Tres dias pevio al transplante, los tratamientos que correspondía se inoculo con 2000 J2 de Meloidogyne 
ncogniia cada maceta. 
Los tratamientos siguientes se aplicaron inmediatamente después del transplante. 

Los tratamientos consistieron en: 
-. Control negativo (solo suelo estéril) 
-• Control Positivo (inoculado con riematodos) 
• Pasteuria cepa 213 en dosis de 50 ml/planta a una concentración 1x10 6 esporas/ml 
Pasteuria cepa 97 en dosis de 50 ml/planta atina concentración 1x10 6 esporas/ml 

-• Mezcla (le cepas 97y213(11) en dosis de lx 106 esporas/ml en 500 ml por planta 
• I3FE en dosis de en dosis de 50 ml/planta a una concentración de 1,5 gr/litro (1x10 8 esporas/g). 

1 as aplicaciones se realizaron inmediatamente después de transplante, 2 horas después se inoculo cada 
planta. con 3000 J2 de Al. incognhta. 

1
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1 .as evaluaciones se realizaron 8 semanas después de la aplicación de los tratamientos, consistentes en 
mediciones de la población y tasa de crecimiento poblacional de M. incognita y determinación de nivel 
de nodulacióji en raíces, así como peso adreo y radicular de las plantas. 

Ensa yos en lunón 

Lii este cultivo se utilizo población identificada por corte perineales como Tylenchulus sernipenetrans, 
obtenidos desde el predio de Pomaire donde se estableció el ensayo en campo, y se utilizo la misma 
variedad de limón CV.Eureka 
Plantas de 16 meses de edad se trasplantaron a macetas de 10 litros, con un sustrato estéril compuesto 
por arena, compost, perlita y turba 1:2:2:2. 
Tres días previo al transplante, los tratamientos que correspondía se inoculo con 5000 J2 de Tylenchulus 
cLnipenL'(rans cada maceta. 

los tratamientos siguientes se aplicaron inmediatamente después del transplante. 

Los tratamientos consistieron en: 
-. Control negativo (solo suelo estéril) 

Control Positivo (inoculado con nematodos) 
-. Pasteuria cepa 329 en dosis de 50 ml/planta a una concentración lxi 06 esporas/ml 
-. Mezcla de cepas 329 y BFE (1:1) en dosis de 1x10 6 esporas/ml en 500 ml por planta 
-. BFE en dosis de en dosis de 50 ml/planta a una concentración de 1,5 gr/litro (1x10 8 esporas/g). 

Las aplicaciones se realizaron inmediatamente después de transplante. 2 horas después se inoculo cada 
planta. con 5000 J2 de Tvlencl,ulus se,nij,en'pun.ç. 

1,1s evaluaciones se realizaron 18 semanas después de la aplicación de los tratamienlos, consistente s en 
IiICdicIones de la población y Lisa (le crecimiento poblacional de lylenchulus senipenetrans y 
determinación de nivel de nodulación en raíces, así como peso aéreo y radicular (le las plantas. 

4.4 Ensayos in ;'i;'o de control de Me/oido,gpne spp por bacterias con actividad nematicida, con 
formulación y dosis final. 

Ensayos en tomate 
En este cultivo se utilizo población identificada por corte perineales como Meloidogyne incognUa, 
obtenida del predio de de Colin donde se estableció el ensayo en campo, y se utilizo la misma variedad 
de tomate CV. Maria Italia. En este ensayo se utilizo la forinulacion solida de Pp y de las BFE. 
Plantas de 4 semanas de edad se trasplantaron a macetas de 10 litros, con un sustrato estéril compuesto 
por arena, compost, perlita y turba 1:2:2:2. 
Tres días previo al transplante, los tratamientos que correspondía se inoculo con 2000 J2 de 
1 [eloidogyne incognita cada maceta. 
Los tratamientos siguientes se aplicaron inmediatamente después del transplante. 

Los tratamientos consistieron en: 
Control negativo (solo suelo estéril) 

• Control Positivo (inoculado con nematodos) 
• BFE en dosis de en dosis de 50 ml/planta a una concentración de 2 g/litro (1x10 8 esporas/g). 
• BFF (2g11) 1 Pp 97 (I0"9 esporas/litro), 
Control químico, ¡'uradan.
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1 as aplicaciones se realizaron Inmediatamente después de transplante, . horas después se inoculo cada 
planta, con 3000 J2 de M. incogn ita. 

Las evaluaciones se realizaron 12 semanas después de la aplicación de los tratamientos, consistentes en 
iiiediciones de la población y tasa de crecimiento poblacional de Tylenchidus seinipenetrans y 
dcterininacun (le nivel de nodulación en raíces, así corno peso aéreo y radicular de las plantas. 

4.4 Etapa IV: Ensayos en campo. 

Los ensayos se establecieron en predios comerciales, donde solo se modifico el manejo de 
nemalodos. El tamaño de los tratamientos vario según la disponibilidad de esporas de Pasteuria. 

4.4.1 Evaluación de bacterias con capacidad nematicida en cultivos de tomate. 

Hermanos Miranda Colin 
Temporada 200712008 y 2008/2009 
El ensayo en Colin, se estableció en el predio de Gustavo Miranda, ubicado frente a escuela agrícola, 
utilizándose 2 naves con riego tecnifícado y que habían sido previamente fumigados con Metham 
sodio y presentaba una población de 5 J2 de Meloidogyne1250 gr de suelo y plantas de 3ra hoja 
verdadera variedad Maria Italia. Los tratamientos fueron aplicados 3 días después de trasplante siendo 
los detallados mas abajo. 

lO: Control Manejo del predio (Bromuro de metilo) 
1'l: BFE 
T2: Pasteuria cepa 97 + BFE 
T3: Pasteuria cepa 97 
Las dosis de aplicación fueron de 50 rnl/ planta de una suspensión de 10 gIl con una concentración de 
1 x 10' esporas/ml. Aplicados al cuello de la planta. 

Cada 6 semanas, se extrajeron muestras de suelo, (le los mismos lugares, para determinar la dinámica 
poblacional del nematodo. Posterior a cosecha de determino la población final de Meloidogyne y otro 
nematodos presentes y la biomasa aérea y radicular de las plantas así como su índice de nodulación. 
Cada tratamiento consto de 6 repeticiones cada una compuesta por 12 plantas. 
Este ensayo se realizo de la misma forma, manteniendo la nriisrnia ubicación de los tratamientos, por dos 
temporadas seguidas. 

Este ensayo se realizo por dos temporadas seguidas en el mismo predio. 

Pepino 
El ensayo en Colin, se estableció en el predio de Gustavo Miranda, ubicado frente a escuela agrícola, 
utilizándose 2 naves con riego tecnificado y que habían sido previamente fumigados con Metham 
sodio y presentaba una población de O J2 de Meloidogyne1250 gr de suelo y plantas de pepino en Sta 
loja, los tratamientos fueron aplicados 3 días después (le trasplante siendo los detallados mas abajo.
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FO: Control Maneje) del predio (Bromuro de metilo) 
TI: BFE 
12: Pasteuria cepa 97 ± BFE 
T3: Pasteuria cepa 97 
Las dosis de aplicación fueron de 50 ml/ planta de una suspensión de 10 gIl con una concentración de 
1x106 esporas/ml. Aplicados al cuello de la planta. 

A las 6 semanas, se extrajeron muestras de suelo, de los mismos lugares, para determinar la dinámica 
poblacional del nematodo. Posterior a cosecha de determino la población final de It/feloidogvne y otro 
neniatodos presentes y la biomasa aérea y radicular de las plantas así como su índice de nodulación. 
Cada tratamiento consto de 6 repeticiones cada una compuesta por 12 plantas. 

Predio Los arrayanes Olmue 
Temporada 2007/2008 
Se utilizo un invernadero frió ubicado en la localidad de Olmue, en este invernadero se contó con 
sectores fumigados y no fumigado con bromuro de metilo, lo que permitió tener un control absoluto y 
comparar la eficiencia combinada de los biocoritroladores evaluados y bromuro de metilo. 

Los tratamientos fueron los siguientes 
'FO: Control sin fumigación 
Ti: Manejo del predio (Bromuro de metilo) 
l'l: Pasteuria cepa 97	 BSP2 
T2: BFE 2 3 g/l 
'l'3:BFE 2 6 g/l 
T4 Pasteuria cepa 97 + BSP1 3 g/l 
Al igual que en el ensayo de Colin, en este ensayo se mantuvieron el mismo invernadero y ubicación de 
los tratamientos por dos temporadas seguidas 

Las dosis de aplicación fueron (le 50 mil planta aplicados al cuello con una concentración de Pasteuria 
ele lxi O ' esporas/ml. Y la concentración de las BFE lxi O' esporas!e. 

Temporada 2008-2008 
En esta temporada, p9un error del administrador del campo, el lugar del ensayo fue fumigado con 
bromuro de metilo, por lo que no se conto con un control absoluto. Ademas dados los resultados de la 
temporada anterior, se utilizo solo la dosis de 3 g/l. La ubicación de los tratamientos se ajusto a los 
tratamcntos de la temporada anterior, manteniendo el numero de repeticiones y plantas por repetición. 

Quedando los tratamiento como sigue. 

1']: Manejo del predio (Bromuro de metilo) 
T2: Pasteuria cepa 97 BFE 
T3: BEE 6 g/l 
T4 Pasteuria cepa 97 

En otro cuartel del predio, se realizo una prueba a nivel comercial, que consistió en la aplicación de las 
I3FE a dosis de 2 Kg/ha. La que fue aplicada sobre un paño previamente fumigado con bromuro, y en el
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paño contiguo se mantuvo solo la aplicación de bromuro. En cada sector se evaluó la población inicial 
(le nematodos, parámetros de vigor y cantidad de frutos por planta. 

Predio La capilla loco QuiHota. 
temporada 2008-2009 

En el ensayo de Guillen-no Morkio, con apoyo de Alejandro Diomuvic, se planteo un ensayo similar al 
realizado en los Arrayanes. 
En el sector destinado al ensayo, se dejo una mesa sin bromuracion y otra bromurada, lo que determino 
los bloques del diseño. 
En cada bloque se realizaron los siguientes tratamientos. 
TI: Control 
T2: Pasteuria cepa 97 
1'3: BFE 6 g/l 
T4 Pasteuria cepa 97 + BFE 
Cada tratamiento consto de 6 repeticiones, de 12 plantas cada una. 
Se realizo una evaluación de las poblaciones iniciales, al momento de aplicar los tratamientos y 2 mas 
en 3 racimo y la de cosecha se realizara en enero. 
Fil cada evaluación de p oblac i on es, se evaliló altura y numero de racimos presentes. 

1.4.2 EsaIIiIcióI) (le bacterias con capacidad nematicida en cultivos de vid. 

Ensayo en vid Viña el Aromo 

temporada 2006-2007 

Se establecieron un ensayo en vid C.v. Merlot, en Villa Alegre, propiedad de Viíiedos El Aromo. 
Previo a la aplicación de los tratamientos, se extrajeron muestras de suelo, de plantas específicas, donde 
se establecerán las repeticiones y tratamientos, con el fin de determinar las poblaciones iniciales de 
1e/oidogyne y Xiphinerna. Estas poblaciones fueron aisladas y utilizadas en los test de adherencia de 
as cepas de Pasteuria, en base a lo cual ,se establecieron los tratamientos, 
1 .a aplicación se realizo a través de collarín (lxi 0 6/ml) en un volurnien de 500 ml/planta. 

Las cepa seleccionada fue la 329, ya que fue la única que presento un porcentaje de adhesión superior 
al 50%, en los test in vitro. Así los tratamientos quedan como sigue. 

[0: Manejo del predio 
El: Cepa 329 
Dada la escasez de Pasteuria, cada tratamiento consiste en 3 repeticiones de 4 plantas cada una.. 
En cierre de racimo, se realizo un muestreo de población y en cosecha, se realizo además de la medición 
de población una evaluación del desarrollo vegetativo y rendimiento. 

Temporada 200712008 
1 n el mismo sector del ensayo anterior se establecieron los siguientes tratamientos 
lO: Control (Manejo del predio) 

11: Pasteuria cepa 213 1- BFE 
T2:BFE 
T3:Pasleuria cepa 213
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Previo a la aplicación de los tratamientos, se extrajeron muestras de suelo, realizándose un mapeo de 
poblaciones de Meloidogyne por plantas de manera de tener poblaciones del fitoparásitos similares en 
todas las plantas utilizadas. La aplicación se realizo a través de collarín (lx 106 esporas/gr) en un 
volumen de 500 ml/planta. Dada la escasez de Pasteuria, cada tratamiento consiste en 4 repeticiones de 
4 plantas cada una. 
Las cepas utilizadas, fueron Pasteuria cepa 213, en base a datos in vitro y la cepa BSPI de las bacterias 
Formadora de esporas. 

A las 30 semanas, se extrajeron muestras de suelo, para determinar la población y tasa de crecimiento de 
los nematodos y en cosecha se evaluó largo de brote, numero, peso de racimos y rendimiento por planta. 
Este ensayo se mantuvo por las temporadas 2007/2008 y 2008/2009 
La temporada 2008/2009, será evaluada en marzo por Bio Insumos Nativa Ltda. y adjuntada al boletín 
de divulgación. 

Ensa yo en vid Viña el Emiliana 
Temporada 2008-2009 

Este ensayo se estableció en el ftmdo Cordillera, Casa Blanca, de viñedos [nnliana sobre un Cabernet 
Sauvingnon bajo manejo orgánico. Siendo un ensayo demostrativos, se tomaron dos sectores de riego, 
cada uno de 10 ha, en uno de los cuales se aplico una dosis de 2 Kg/ha de BFE yen el otro, sin 
aplicaciones. En el límite de ambos sectores de riego, se tomaron muestras de suelo, con el fin de 
de erm 1 ini r la población inicial de nematodos. 

1 as evaluaciones serán en Diciembre y marzo, realizadas por Bio Insumos Nativa ¡ tda. 

Ensayo en cítricos Predio Pornarolo (AGRICOM) Pomaire 
Este ensa y o se estableció en limón Cv. Eureka, en Pomaire, propiedad de AGRICOM. 

tu este cultivo realizo un mapeo de poblaciones de Tylenchulus semipenetras, seleccionándose plantas 
con el mismo nivel poblacional (3,200-3.600 J2/ 250 g de suelo), luego de lo cual se realizaron los 
siguientes tratamientos. 
- Control (manejo del huerto) 
- Pasteuria cepa 220 en dosis de 300 ml/planta a una concentración de 1 x10 6 esporas/ml 
-. Cepas BSP2 300 en dosis de 300 ml/planta a una concentración de 1 g/litro a una concentración de 
1x10 6 esporas/gr 
-. Mc7cla de RSP2 y Pasteuria cepa 220 en dosis de 150 ml/planta de cada una a una concentración de 
1 '; litio a una concentraemon de lx 10" esporas/er 

I.a icuiporaila (}0200) seraevaluada en diciembre por l)io lmmsuumos Nativa 1 Ida.
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1.5 FUapa \: Desarrollo sistema de producción Y transferencia 

.1.5.1 Sistema de producción de cepas nativas de Pasteuria. 
Estos ensayos se realizaran dentro de una cámara de crianza con control de temperatura, humedad y luz, 
con el fin de estandarizar las condiciones del ensayo. 

Ensayo ¡ 

Los métodos evaluados inicialrnente para la reproducción fueron 

1 -. Inoculación con suelo original: consistente en tomar muestras del suelo, donde se aisló Pasteuria y el 
que fue agregado a una mezcla estéril de arena, perlita y compost 2:1:1, a este cual se transplantaron 
plantas de tomate, cítricos o vides, de acuerdo a la especie de nematodo y cultivo presente en la zona de 
origen de la muestra. 

2.- En suelo estéril: en este métodos, se torno un sustrato previamente esterilizado de arena, perlita y 
compost 2:1:1, al cual se agregaron nematodos infectados in vitro, en una cantidad de 2000 J2/200 gr de 
suelo para Meloidogyne y 5000 para 7ylenchulus., con un promedio de 3,7 esporas/nematodo. 

3.- Suelo original. En este método se tomo el suelo original y se transplantaron plantas en forma directa. 

Las plantas se mantuvieron bajo un régimen de 16 horas de luz x 8 de oscuridad, en un rango de 
temperatura diurna de 20-28° y 18-25° noche. El riego fue mantenido al menor nivel posible, de manera 
de favorecer el desarrollo de los nematodos y no producir arrastre. 

Ádicionalrnente en cada método, se cautivaron plantas de berenjena, zanahoria y albaca. 
Las evaluaciones para Meloidogyne consistieron en poblaciones finales de nematodos, numero de 
hembras por peso de raíz, porcentaje de hembras infectadas y numero de esporas/hembra. 
En el caso de Tylenchulus, no se detectaron hembras infectadas, por lo que se determino numero de 
nematodos infectados. 

Ensayo II: Producción en sustrato: 
Se evaluaron los siguientes sustratos, para producir las plantas de tomate inoculadas con Meloidogyne 
spp., hospederos de nematodos, en un sistema con fertirrigación. Así los tratamientos fueron: 

Ti: Suelo del lugar. 
12: Mezcla de perlita, turba y arena (1:1:1) 
T3: Mezcla de vermiculita, arena y turba (1:1:1). 
14: Mezcla de cornpost, arena y perlita (1:1:1) 

l'odos los sustratos fueron esterilizados (autoclave 121° C por 30 minutos), luego de lo cual se llenaron 
bolsa de 2 litros para tomate y 8 para vid y linión, a los que se transplantaron las especies 
correspondientes después de 30 días se realizo la inoculación con los nematodos infectados con un 
promedio de 2 esporas por nematodo. Estas macetas fueron ubicadas en la cámara de cultivo de plantas, 
por cultivo. 

Ensayo III: Producción en bandeja flotante: 
Este ensayo consistirá en realizar la producción de las plantas, en un sistema hidropónico de mesa 
Ilotantc, donde se evaluaran dos soluciones nutritivas, Wve y FAO. 

1
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1 )cpués de 30 días de crecimiento de raíces, se realizara la inoculación con los nematodos respectivos, 
por cultivo. 30 días después de inoculación con nematodos, se realizara la inoculación con las cepas de 
Pp. seleccionadas en los ensayos anteriores 
A los 30, 60, 120 y 180 días o hasta la muerte de las plantas, se extraerán raíces completas, las que serán 
sometidas al proceso de extracción de Pasteuria ya mencionado, evaluándose la población de esta 
bacteria y su actividad, a través de la metodología del ensayo I. Esto coristara de 10 repeticiones por 
tratamiento y por fecha, en aun arreglo completamente al azar con medias repetidas en el tiempo. 
Esto se repetirá por dos temporadas 

1.5.2. Sistema de producción (le cepas de BFE, cultivadas in vitro. 
Ensayo 1 medios 

En este ensayo se evaluaron los siguientes medios: 
Caldo nutriente. 

-. (ys 
• 1 b 

Se inocularon matraces de con 100 ml de medio de cultivo, desde placas Petri con cultivos puros de 
cada bacteria, luego estos matraces fueron puestos en incubación bajo agitación constante por 72 horas, 
(lespues (le lo cual se determino el porcentaje de esporulacióri y población por ml. 

t i iia \'k . Z .jiic los CIII OVOS alcanzaban 1111 0% (le espI)rIIlacioiI, tuerori secados en zeolita a 30° C en 
agitación constante, luego de 24 horas, 1 gr de cada cepa secada, fue suspendido en 100 ml de agua 
destilada estéril y esto sometido a dilución 1:1000, de esta dilución, 0,5 ml fue sembrada en placas con 
agar nutriente, las que se incubaron a 25° por 48 horas, luego de lo cual se determino las UFC por placa, 
permitiendo así determinar la concentración en el formulado secado 

Ensayo II temperatura de cultivo 
lJiia vez determinado el medio de cultivo con mayor producción, se evaluó las siguientes temperaturas 
de producción: 
- 20° 

25° 
-.30 
[a inoculación y medición de poblaciones en medio de cultivo y luego de formulado, se realizo en la 
utisitia lorriia Va descrita. para ci ensay o de niedios. 

Ensayo 111 p1 de cultivo 
Una vez determinado el medio de cultivo cori mayor producción, se evaluaron los siguientes pH de 
iiedio iniciales. 

-.6 
-. 6,5 
-.7 
-. 7,5 
1,a inoculación y medición de tiempo de esporulación al 80% se realizo igual que en los ensayos 
III t (fl (lIC' 5.
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Evaluación de sustratos inertes y forma de secado para almacenaje y formulación 
Desde un cultivo con 80% de esporulación, se tomaron 20 ml con una concentración de 10 9 esporas/mi, 
los que fueron asperjados sobre 100 g de cada uno de los acarreadores (zeolita, Caolín, Talco y Sílice). 
previamente esterilizados (180° por 2 horas) y puesto en agitación bajo cámara de flujo laminar. Luego 

de [o cual se almacenaron por 7 días. Después del periodo de almacenaje, se tomo 1 g de cada sustrato, 
ci que fue diluido (1:1000) en agua destilada estéril desde la cual se extrajeron 500 iii, los que fueron 
sembrados en placas Petri con agar nutriente, y puestas a incubación por 48 horas, luego de lo cual se 
determino la concentración de unidades formadoras de colonia por gr. 
Cada uno de los medios cultivados, fueron sometidos a 3 métodos de estimulación de esporulación, 

cultivo de 7 días, dilución del medio de cultivo con agua destilada estéril (50%) y golpe térniico (60° C). 
Cada uno de los tratamientos fue adicionalmente sometido a tres formas de secado, estufa a 45°C, 
secada a temperatura ambiental (aire) y en betonera. 

Fnsao (It' almacenaje 
l)esde un cultivo con 80% de esporulación, se tomaron 20 ml con una concentración de 10 9 esporas/mi, 
los que fueron asperjados sobre 100 g de zeolita, previamente esterilizada (180° por 2horas) y puesto en 
agitación bajo cámara de flujo laminar. Luego de lo cual se almacenaron por 7 días, Cada 30 días, se 
tomaron 1 g de cada sustrato, el que fue diluido (1:1000) en agua destilada estéril desde la cual se 
extrajeron 500 i1, los que fueron sembrados en placas Petri con agar nutriente, y puestas a incubación 

48 horas, luego de lo cual se determino la concentración de unidades formadoras de colonia por gr. 

Se evaluaron las siguientes condiciones de almacenaje. 
TI Temperatura ambiente y condición natural de luz. 
12 Temperatura ambiente y oscuridad. 
13 Refrigeración a 4° C. 

4.5.3 Transferencia Sistema de Producción. 
1 ,i transferencia del sistema de producción, se ha realizado en vanas etapas, siendo la primera la firma de un 
convenio entre la Universidad de Talca y Dio Insumos Nativa Ltda. por medio del cual, se establecen las 
condiciones para que la empresa pueda producir y comercializar las cepas de Pasteuriay BFE y además 
recibir la tecnología de producción, además de establecer los mecanismos de control de calidad tanto de] 
pi'oduicto cuino (le las recoinendaciones de uso. 

la una secunda fase, se entregaron copias de las cepas a Bio Insumos Nativa Lida. de manera de duplicar el 
material almacenado y entrenar al personal de la empresa en la reproducción de las cepas y en su 
identificación. 

En una tercera etapa, se han instalado producciones a escala de laboratorio en la empresa, utilizando las 
metodologías desarrolladas por el proyecto, tanto para la producción, formulación y evaluación de 
poblaciones y actividad de las cepas. 

Así en estos nionicntos la empresa esta integrando los parámetros de producción óptimos, mencionados 
anteriormente, para aplicarlo a una escala industrial, a través del uso de un biodigestor de 100 litros, el que 
esta siendo acondicionado para su producción.

.
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Dado que los volúmenes de producción son bajo, mientras el biodigestor no este en plena producción, lo que 
se ha producido de Pasteuria y BFE se esta utilizando para realizar demostraciones con agricultores claves, 
en los rubros de carozos y tomates. 

Además la empresa ha ilucIadc) los procesos de inscripción de marca y la recopilación de antecedentes para 
la obtención del registro SAO. 
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5 Actividades del Proyecto: 

-	 -	 -

Descripción
Fecha

Fecha real
Observaciones 

Programada  
Recolección y aislación de cepas Pp Abr/05 May/07 Pese a que se obtuvieron cepas en la 

fecha	 estipulada,	 se	 Continuo	 la 
colecta hasta Mayo de 2007 

Recolección y mantención nematodos Abr/05 May/07 Lo mismo que en la actividad anterior. 
Visita Asesor Ingles Abr/05 AbrI05  

Reproducción de las cepas de Pp JunIOS MayI07 Pese a que se reprodujo una cepa en la 
fecha estipulada, recién en mayo de 
2007,	 se	 pudieron	 reproducir	 en 
cantidades suficientes para establecer 
ensayos en campo. 

Ensayo laboratorio 1 (Cepas) Sep/05 Mar/06 Se	 atraso	 por	 problemas	 en 
reproducción de cepas. 

Ensayo 11 (EC50) Ene/06 Mar/06 Se	 atraso	 por	 problemas	 en 
reproducción de cepas. 

Ensayo VI (Producción en sustrato) Dicf06 ago/06  
Ensayo VII (Producción en bandeja flotante) DicI06 Sep/08 El primer ensayo se realizo en la fecha 

correspondiente,	 pero	 en	 2008	 se 
volvió a repetir por disponibilidad de 
nueva metodología. 

nsayo VIII: Almacenamiento de Pasteuria, de DicI06 Oct/08 Se uso el máximo tiempo posible. 
cultivo in vivo. 

Presentación congreso científico OctIOS NovIOS Participación en ONTA 
Día de campo Dic/05 AbrIOS Charla con visita de asesor ingles. 

Presentación	 en	 II	 Seminario 
"Insumos	 para	 la	 Agricultura 
Orgánica" y 
III	 Seminario	 "Insumos	 para	 la 

Agricultura Orgánica" 
Ensayo III (Dosis y momento de aplicación) May/06 Ene/06 Se modificaron por falta de Pasteu 

Ensayo IV (Forma de dispersión) ensayos en combinación con BFE 
- Ensayo y (Persistencia)  

Ensayo en tomate temporada 1 Die/06 Jul/06 Se adelanto para recuperar tiempo 
Ensayo en vid temporada 1 AbrI07 Sep/06 Se adelanto para recuperar tiempo 

Ensayo en cítricos temporada 1	 -	 -- - Mar/07 Oct!06 Se adelanto para recuperar tiempo 
Finalización de ensayos temporada 1 de tomate, Mar/07 MarI07 

cítricos yvid 
Día de campo tomate OctI06 Nov/06 Reunión con asesores	 y productores 

de tomate de Quillota 
Reunión asesores tomate en Colin y 
Maule 

L__Lde campo vid DicIOG Nov/06 Reunión equipo técnico de Aiicom
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Presentación congreso científico OctJ06 Abril/06 Lanzamiento	 de!	 'Catalogo	 de 
Insumos para el Control de Plagas y 
Enfermedades	 en	 la	 Agricultura 
Orgánica,	 en	 Chile"	 ejecutado	 por 

________ _________  CCO 
Ensayo en tomate 2 Die/07 Jul/07  

Ensayo en vid temporada 2 Abr/08 Sep/07  
Ensayo en cítricos temporada 2 Mar/OS OctJ07  

Finalización de ensayos temporada 2 de tomate, Mar/OS 
cítricos y vid 

Ensayo IX: Desarrollo sistema de producción May/08 Sep/08  
Día de campo cítricos Mar/07 May/07 Reunión asesores y productores de 

cítricos 
Día de campo Tomate OctJ07 Die/07 Reunión asesores de tomate en Colin 

y Quillota 
Presentación congreso científico Oct/07 Die/07 XVII Congreso Sochilit Concepción 

Día de campo Vid DidO? Jul/OS Reunión equipo técnico y asesores de 
vifia el Aromo 

Ensayos de toxicidad Abr/08 Oct/08 Se espero a tener la identificación de 
las cepas. 

Identificación de cepas Abr/08 Oct/08 Realizado	 con	 cepas	 de	 BFE 
_______________________________________ seleccionadas 

Puesta en marcha de sistema de producción Sep/08 Ene/OS Se modifico por descubrimiento de 
industrial BFE;	 que	 permitió	 un	 sistema	 de 

producción mas sirnle y eficiente. 
Día de campo cítricos Mar/OS May/08 Reunión asesores y productores de 

cítricos 
Día de campo finalización JulIOS OctI08 

Publicación en revista Ago/08
_______________ 

Se	 esperara	 hasta	 estudio	 de 
patentabi!idad 

Elaboración e impresión boletín divulgativo Nov/08 Ene/09 Se esperara a tener los resultados de la  
2" temporada. 

-	 Elaboración informe final	 - Nov/08 Sep/08
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6 Resultados del Provecto:

6.1 Etapa I. Prospección 

6.1.1 Recolección de cepas nativas de Pasleuria (Pp.) 
Como se presenta en la tabla 1, hasta el momento existen en colección 21 cepas aisladas de Pp., pero 
solo se han podido reproducir 3 cepas en forma controlada, se ha continuado la recolección de cepas y el 
desarrollo de mejoras en la reproducción de estas. 

Cuadro 1 - Listado de cepas de Pasteuria sp. obtenidos desde distintos cultivos en la zona central de 
Chi le. 

_Çig_ Localidad Planta Nematodo 
1

Panguilemo Lycopersicu,n esculentum Mejçgyne 
2 63 Altos de Lircay Chus guea culeu Scutellonema 
3 65a Altos de Lircay Nothofagus dombeyl Saprofito 
4 
5 
6

- 65 b 
- 69 

97

Altos de Lircay 
Altos de Lircay

Nothofgymhyi Saproflto_______ 
Diymis winteri Scutellonema 

Colin Lycopersicun1 esculentum
- 

Meloidogyne arenaria 
7 104 Colin esculentum .ypersicum Meloidopvne arenaria 

---13 
9 El Belloto Cipres Saprofito 

9 
10 
11

213 
220	 - 

247

Chacarillas Lycopersicum esculeníum Meloidogveavanica 
Meloidogyne sp 

Tvlenchulus 
sernipenetrans 

Panguilemo Lycopersicum esculenium 

Citrus sinensis Teno 
12 249 Ovalie capsicuni annun Meloidogyne 
13	 -	 2548 
14	 254b

Chacarillas yppicum esculenturn 
Lycopersicum esculentum

Meloidogynejavanica 
______ Sprofito Chacarillas 

15	 282 Quilicura aricapapaya  Sapfito 
16 210 Chanco Anemophila arenaria Solo espora 
17 325 Pencahue Vitis vinifira 

Vitis vinfra
Meloidogyne 

Me!oidogyne arenaria 18 329 Panguilerno 
19350 Chacarillas 

-	 Olmue 
San Javier

yçpersicum escuientum Meloidogyne incogn ita 
Meloidogyne 
Meloidogyne sp 

20 
21

354 
372	 -

±ycopersicum_esculenium 
yyii era	 -

6.1.2.- Asesoría especialista extranjero 
1,a visita de Keith Davies, permitió confirmar la presencia de Pastcuria en el país, capacitando al 
personal del proyecto, tanto en aislación, identificación y reproducción de las cepas. 
Por otra parte durante su estadía se realizo una actividad de difusión, con la participación de estamentos 
académicos, de gobierno y productores de alto nivel, para difundir el conocimiento existente a nivel 
nunchal sobre este hiocontrolador. 
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lhservandose también el daño provocado en el cultivo (Der.). 

6.13- Recolección y mantención de nematodos fitoparásitos 
Las tres especies de nematodos fitoparásitos en estudio, han sido recolectadas y cultivadas, pero dada la 
falta de la cámara de cultivo y la rudeza del pasado invierno, nos vimos limitados en la cantidad de 
plantas destinadas a la crianza de estos fitoparásitos, pese a lo cual se cuentan con 7 aislados de 
\íe/idai'ne 3 de TrIe?1ehuIu,v y 3 de Xiphinema. 

6.1.4 Aislación de bacterias formadoras de esporas con actividad nernaticida 

En base a información disponible, se evaluó producir Pasteuria en un sistema in vi/ro, para lo que se 
tomaron nematodos infectados con la bacteria, a los que se les corto tanto la cabeza como la cola, luego 
de lo cuales, fueron lavados profusamente con agua destilada estéril y posteriormente colocaron en 
matraces con agar nutriente en agitación a 25°C por 144 horas, luego de lo cual se observo la presencia 
de bacterias formadoras de endosporas. Una vez ocurrido esto los medios fueron colocados a 600 C por 
10 minutos, con el fin de solo permitir la reproducción de bacterias formadoras de endospora, entre las 
cuales estaría Pavteuria spp. Este cultivo de bacterias fue secado en zeolita, dando una concentración de 
1 x  O esporas /o r.

1 ic,tira.2 Micr esa ña de bacterias formadorai dc cn1oporas adheridas a .12 de A'leIüi/ogim' ¡n1gni!a. 
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6.1 .S lderilicición de cepas de bacterias formadoras de enlosporas ( UFE) con actividad 
nemaLicida. 

Los resultados de la secuenciación y comparación de estas con los datos presentes en Genbank nos 
indica que todas las cepas de BFE, forman parte de la clase Firmicutes, abarcando los géneros Bacillus, 
13rç\. iN:1ci luiS 

(lIa.lro . Identificación de tFI, realizada por secuencininiento de fragniento 16.s y reconstrucción 
6 logenética 
Cepa Coincidencia Gen Bank Porcentaje de similitud Identificación similitud 

filogenia	 test 
bioquímicos 

2 Ps3 1 Bacillus sp 98% Bacillus cereus 
/3acillus ihuringiensis 
Baci/lus cereus 
Bacillus anthracis 
Bach/ns 
weihenstcphanensis  

21)s 11 Baclllus sp 90% Bacillus cereus 
Bacil/us cereus 89% 
Bach//ns anthracis 87% 

89% 39 Bacillus halodurans Brevibacillus 
Brevibaciilus para brevis 89% parabrevis 
Bacillus sublilis subsp. 88% 
subhi/is 
Bach//ns lichenifbrrnis 88%  

GConti 3K Bacillus cereus 99% Bacillus cereus 
Baci/lus ihuringiensis 99% 
serovar israelensis

100% 6 Conti 21 /3acillus cereus Bacillus cereus 

Red/ms .simp/ex Ps Dacillus sirnplex 82% 
Bacil/us 82% 
weihen.vtephanensis 82% 
Baci/lus cereus 80% 
Bacillus ant hracis
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'PS 

. ramosa 

3.HAI OI)URANS 

31 ¡chenitormisFJ356 (08 

3.sublilis subsp sublilis 

3 sutilisi 

i2lcontt 

3 .weihonstephanonsis 

.ccícus1 

33kconti 

Ocontill 

3.anlhracis 

3 thurinqionsis 

siIvostris 

ps3i 

'pa 11 

3r laterosporusi 

ir brovis 1 

3r.parahrevis 

'aamylolyticus 

lentimorbus 

'alautus 

Figura 3. Reconstrucción filogenética dc cepas de BFF. Valores indican significancia de bootstrap 
(Valores niavoresir /0 soni slFnniticativos)
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6.2 Etapa U: Evaluación iii vitro 
6.2.1 Evaluación in vitro de capacidad de adherencia de cepas de Pasteuria sobre nernatodos 
fitoparásitos. 

Este en el caso del genero Meloidogyne, las cepas con mayor amplitud de rango fueron 213 y 97 (8 de 
JO poblaciones). Siendo la cepas 213 la mas eficiente en M. arenaria y M. javanica y la 97 en M. 
incognila, lo que es coincidente con la especie desde la cual fueron extraídas las cepas de Pp. Pese a 
esto todas las cepas mostraron falta total de capacidad de adhesión en a lo menos una población de 
?kfeloidrn,'vnc, lo que nos indica la amplitud de rangos de especificidad que existe entre cepas de 
li.' t ii ui. 

Cuadro 3 Porcentaje de nematodos infectados y esporas promedio/nematodos, de distintas poblaciones 
de	 spp., con 3 cepas de Pasteuriapenetrans. 

Cepas  213 354 220 97 329 
?t.javanica	 Tomate Inf% 45,8 a 0 0 4,2 b 0,0 c  

E/n 12,0 a 0 0 7,5b O,Oc 
í.javanica	 vid 0 10,5 10,3 

Inf% 29,5a b 0,0 e b 

Em 3,Oa Oc ],4b 0,0 -e 1,7b 
O e .11. arenuricz	 Pimentón O c 24,5 

Inf% 85,4 a b 33,3 b 

Em 4,0b
0 0 

13,1 a 1,0c 
'ví. armario	 Papa O c 25,8 0 e 

Jnf% 75,1 a 25,8 b b 

E/n 4,0 a 2 h O C 2,0 b O c 

54,3 M.incognita	 Tomate
Inf% b 825a 4,2 c 88,3 a 5,0 c  

E/n 1,8a 14j lb 1,2b 1,1b 
M. incognila	 Tomate 54,4 

lnf% b 24,5 bc 5 e 89,5a 4,2 e 

Em 2,0bc 1,2bc 1,1 c 15,4a l,Oc 
M. Sp	 Vid lnf% 0,0 c 7,46 b 35,5a 7,5 b 35,5a  

E/n 0,0c 2,2 1,7 2,2 1,7 
M.sp	 Vid 0 0 62,8 

Inf'Vo 4,0 e b 93,3a  

E/n l,sb 0 0 1,4b 5,9a 
M, sp	 Lechuga Inf% 25,0 a 24,2a O b 24,2a 0,0 d 

Em 3,Oa 2,1 a 0 2,la 0,0c 

M. sp tomate Tní% 85,4a 4,17 e O d 0 67,0 b 

12 ab Un 7,5 b 0c 0c 25,0 a
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Para el caso de Pratylenchus, que pese a no estar en los objetivos del proyecto, se realizaron ensayos de 
cspecificidad, observándose que las 5 cepas, presentaban capacidad de adhesión a por lo menos una 
población de Pratylenchus spp. siendo las cepas 213, 354 y 97, las con mayor porcentaje de infección. 

Cuadro 4, Porcentaje de nematodos infectados y esporas promedio/nernatodos, de distintas poblaciones 
de Pratylenchus spp., con 3 cepas de Pasteuria penetrans 
Cepas 213 354 220 97 329 
Tomate InV% 25,4a 24,53 a O b 24,5 b 0,0 b  

E/n 2b 12a 0 12,0 a O,Oc 
Pepino Inf% 26,4a

0 
4,17 b 0,0 e 4,17 b  

E/n 2a 0 1,2a 0,0b 1,2a 
Pimentón Inf'/0 O b 74,67a O b 74,7a 0,0 b  

E/n 0 12,4a 0 15,4a 0,0b 
Lechuga Inf»/ 78,4a O b O b O b O b  

E/n 5a 0 0 0 0  
Papa Jnf1'/0 24,5 a O b O b O b O b 

F!rt 2,011  O h O b O b 0 h 

Cuadro. Porcentaje (le nelTiatodos infectados y esporas prornedio/nerriatodos, de distintas poblaciones 
de iylenchulus Spp., con 3 cepas de Pasteuriapenetrans. 
En el nematodo de los cítricos, solo la cepa 220, aislada desde Tylenchulus, presento capacidad de 
adhesión sobre este nematodo, con niveles bajos de infección y de esporas por nematodos, incluso no 
siendo capaz de adherirse a todas las poblaciones. 

Ccpas 213 354 22.0 22 
Naranjo Teno O b O b 26,4a O b O b 

E/nøb Ob 3a Ob Ob 
Limón  0 0 35,4a 0 0  
Quillotii

0 0 4a 0 0  
Limón rnf% 0 00 0 lo

!i!n 0 00 0

En el caso de Xiphinema, ninguna de las cepas de Pasteuria fue capaz de adherirse a ninguna de las 6 
poblaciones del fitoparasito, lo que es concordante con lo reportado por otros investigadores. 

6.2.2 Aislacióu y evaluación de bacterias formadoras de esporas con actividad neinalicida 

Se obtuvieron 7 aislados de bacterias desde nematodos infectados con Pasteuria penetras, de las cuales 
la cepa BSP1 fue la que mostró una mayor acción, ya que a cualquiera de las dosis provoco una 
mortalidad del 100% de Meloidogyne, las otras cepas que mostraron una actividad interesante fueron las 
13SP2 y BSP4, que a dosis de 1,5 y 3 g/litro, lograron mortalidades estadísticamente similares a la 
obtenida por BSP1. En cuanto a 7ylenchulus, se observa que a diferencia de Meloidogyne la única cepa 
con actividad fue la BSP2, lo que indica un nivel de especificidad de estas bacterias. 
Al observar las micrográficas de nematodos sometidos a la presencia de estas bacterias, podemos ver 
que pi'esciilait lo que parece esporas bacterianas adheridas a su epidermis. aunque presentan sunilitudes 
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ln()ríoiógicas con esporas de Pasteuria, estas esporas son de mayor tamafio y se ha reportado que 
algunas cepas de Brevibacillus lensimorbus, son capaces de matar nematodos y formar endosporas con 
capacidad de adhesión sobre los nematodos. 

Gralico 1 Evaluación in vitro de 5 concertaciones bacterias formadoras de endosporas, sobre 
¡Íelouio'j'ne zncogn ita

Conceniracion g/l 
—. - 39 

621 conO (631O conO) 
011coo6i 

• B3kcoc6 
2s21 

-•- 2r,,ll 

(;rarico 2 Evaluación in vil-o de 5 concertaciones bacterias formadoras de cndosporas, sobre 
T len ch u/ns seinipenetran.s

Dosis 

( rafico . Evaluación in i jt,-n de 5 concertacioncs bacterias ho - madoras de e n d sporas, sobre 
I'ratyle,ze/ius si).
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Conenetración gil 

--- dosis vs 35 
O -- dosis VS 5 ps 

—y— dosis vs 6 21 conhi 
—ó— dosis vs6 11 coriti 

• dosis vs63kcontl 
—1 - dosis vs 2 Ps 21 

• dosis vs 2 ps 11

3,0	 3,5 

6.2.6 Evaluación de compatibilidad de con agroquímicos 
Las W1-, mostraron una alta compatibilidad con los nematicidas, normalmente usados en agricultura, 
por lo que se podrían realizar aplicaciones combinadas. Pero los productos dirigidos al control de 
bacterias como oxido cuproso y antibióticos, presentan niveles de inhibición superior al 70%, por lo que 
no deberían realizarse aplicaciones conjuntas. Estos productos no son usados para el control de 
nematodos y no se usan aplicaciones al suelo o por riego con estos agentes de control, por Jo que no 
habrían dificultades en la implementación de un programa (le manejo, basado en [3FF. -
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Cuadro 6 Porcentaje de inhibición de UFC, de distintos agroquímicos, sobre BFE con actividad 
riematicida.
Cepa Fura 

dan
Nemacur Rugby Mocap Streptoplus Benoinilo Oxido 

cuproso  
Biorend 

39 0 0 0 0 88 0 89 0 
Sps O O 0 0 78 0 92  
6 3k conti O 0 0 0 86 0 91 
Zpsll O 0 0 0 86 0 94  
2 2 O O 0 0 85 0 78  
611 c0—"-, —11 O 0 0 0 79 0 86 

6.3 Etapa III: Evaluación in vivo 

6.3.1	 Evaluación de capacidad de supresión de riematodos por suelos naturalmente 
infectado por Pasteuria, sobre de poblaciones de nematodos fitoparásitos. 

En este ensa y o en todos los suelos se obtuvieron juveniles infectados, pero en ninguno de los casos se 
obtuvo la presencia de hembras infectadas, por lo que probablemente la espora pese a que fueron 
capaces de generar adherencia, no tiene capacidad infectiva o están presentes en concentración mas baja 
de la necesaria para generar la infección en las hembras. 1)e las 15 poblaciones de Pp. solo 9 mostraron 
presencia de juveniles con esporas adheridas, que correspondieron a 8 poblaciones de Meloidogyne. 

En cuanto a 'J)lenchulus, se observo adhesión en todas las poblaciones de este nematodo, siendo el 
mayor porcentaje en los nematodos provenientes del suelo de Teno, donde se aisló la cepa de Pp. 

Cuadro 7. Porcentaje de nematodos infectados y esporas promedio/nematodos, de distintas poblaciones 
de Me1oido,'yne spp., inoculadas en suelos naturalmente infectados nor Pasteuria Denetrüns 

cepa
M. 
javanica

M. 
javanica

M. 
arenaria

M. 
arenaria

M. 
inconifa

M. 
incogrtita

M. M. sp 

57 0 3 12 0 0 5 0 0 
69 0 0 0 0 0 0 1,5 

]

0 

62,8a 97 4,2 c O d 25 b 25,8 b 88,3 a 89,5a 
139 0 0 

29,5bc

0 0 0 0 0 0 
213 45,8 b 85 a 7511ab 54,5 b 54,3 b 1 0 12 e 
220 0 0 0 0 0 0 0 0 
325 0 0 0 0 0 0 0 0 
329 0 0 35 12 5,3 5,6 0 15 
350 0 0 0 0 0 0 ()	 1 0
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Cuadro 8. Porcentaje de nematodos infectados y esporas promedio/nematodos, de distintas poblaciones 
de Tvlenchulus sernipenerans inoculadas en suelos naturalmente infectados por Pasteuriapenetrans. 

cepa
Pob. 
Pomaire

Pob. 
Teno

Pob. 
Boco 

2)0 3 :13°.;0a 32,1b 

6.3.2	 lvaltiación de capacidad nematicida (le cepas de Pastei,,-ia sp. sobre poblaciones de 
MeIoidoyne y lylenchulus semipenerrans. En plantas de tomate, vid y limón en 
condiciones controladas. 

Ambas cepas 97 y 213, lograron una disminución significativa de la población de nematodos con la 
concentración de 1 UFC/ml sobre las poblaciones de ¡vfeloidovne en cultivos de tomate y un 
resultado similar se obtuvo en ci ensayo sobre el mismo nematodo en plantas de vid, con la cepas 213. 
Por su parte la cepas 329 solo mostró una disminución significativa en la población de Tylenchulus en 
la concentración de 1O UFC/ml. Siendo estos niveles de control inferiores al obtenido por el nematicida 
químico, pero superiores al control positivo. 

En cuanto a desarrollo de las plantas no se observaron diferencias significativas entre los tratamiento, 
pero si con el control negativo. La cantidad de hembras infectadas entre los distintos tratamientos con 
Pasteuria, no mostró diferencias significativas, no superando el 5% y en el caso de la cepa 213 con la 
menor concentración no se detecto ninguna hembra infectada. Pese a lo anterior si existieron diferencias 
significativas en la cantidad de J2 infectadas, observándose que las mayores concentraciones tienden a 
presentar un mayor porcentaje de J2 infectados, 
En vid se observo el mismo patrón, siendo el tratamiento con la mayor concentración el que logro 

resultados similares a los obtenidos por el control químico, siendo además el único tratamiento donde se 
detectaron hembras infectadas. 

Cuadro 9. Población final, porcentaje de nematodos y hembras infectados de Meloidogyne incognita., 
y parámetros de vigor, de plantas de tomate, tratadas con Pasleuriapenetrans. 

e

e 
e 
e 
e 

e 
e 
e 
e

Tratamiento Pob. 
final

índice 
nodulación

Peso 
aéreo

Peso 
raíz

Porcentaje 
de J2 
infectados

Porcentaje 
de 
hembras 
infectadas 

Testigo O e O e 5,9a 4,7a O O 

Testigo 
Positivo  
Pp97 10

187a 4,8a 

2,3b

3,3 b 

3,9b

2,4 h 

2,9b 
3,61) 
394 b

O O 

114b 14,0 ab 2,0 
Pp 97 l0 
Pp 97 108

97 b 2,1 b 4,2 b 23,3 ah 
35,6 ab

2,3 
86 be 177 b 4,1 b 4,6 

Pp213	 106 118b 1,8b 3,6b 3,5b 16,1b O 
Pp 213 10' 
Pp 213	 108

87 he 1,5b 
1,4 b

4,4b 3,1b 
3,8 b

21,3 ab 
37,2a

325	 - 
76c 4,7 ab 

l'uradan 46d 1,1 b	 - 14,51 b 3,51) O 0
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Cuadro lO. Población final, porcentaje de nematodos y hembras infectados de Meloidogyne 
arenara., y parámetros de vigor, de plantas de vid, tratadas con Pasteunia pene! rans. 

Tratamiento Pob. Índice Peso Peso	 - Porcentaje 
final nodulación aéreo raíz de .12 de 

infectados hembras 

25,3 a
infectadas 
O b Testigo O e O c 9,7a O b 

negativo 

Testigo 192a 3,2a 19,31) 5,3b 0 0  
Positivo  
1 1 1)213	 106 13,6 b 108b 1,1 b 6,5 b 12,1 b 0  

jp 213 iø 6,4b 19,3 a 77bc 1,2b 24,4 ab Ob 
Pp 213	 108 66 cd 1,1 b 27,2 ab 7,8 b 27,2a 2,2 a 

Furadan 56 d 0,9 b 24,5 ab L 7,7 b O b O b 

Un el ensayo (le Tylenchulus, todas las concentraciones lograron una disminución significativa respecto 
al control positivo, pero menos efectivo que el control químico, y con un efecto similar a este en cuanto 
a altura de plantas. Es destacable, que en no hubo diferencias en el porcentaje de nematodos infectados 
por Pp. 1 idcpendieiutc de las coflcCfltraciones. 

Cuadro II Población final, porcentaje de nematodos y hembras infectados de i;vlenchuiiis 
scnh/penc'frans., y parámetros de vigor, de plantas de vid, tratadas con Pasteuriapenetrans. 

Tratamiento Pob. Altura Porcentaje 
final de J2 

35,3a
infectados 
O b Testigo O e 

negativo  

Testigo 492a 29,3 b O b 
Positivo  
Pp 329 106 201 b - 33,8b 1293 a 
Pp 329 ]0' 178 be 34,4 ab 11,3 a 
Pp 329 lOs 166c 37,2 abl7,2a 

Furadan 1 96d 34,4 ab O b

1.3 1bnsavos in "isa de control de Meloidogyne spp y 1)lenchuIus selnipenetrans por bacterias con 
actividad neniaticida, bajo condiciones controladas. 

lo 

lo Tanto la mezcla de BFE, como la cepa 97 de Pasteuria y la mezcla de esta con la 213, lograron 
disminuir en forma significativa el tamaño y tasa de crecimiento población de Meloidogyne, corno se 
aprecia en las figuras 5.3 y 5.4 es ineficiente en el control de esta especie de nematodo. La disminución 
de actividad de la peca 97 en mezcla con 213, debe ser atribuida a que la primera cepa solo se encontró 
a mitad de concentración. Por su parte la cepa 97, mostró un nivel poblacional estadísticarnente similar 
ii control negativo, sin inoculación de nernatodos, y elimino por completo la formación de nódulos 

•	 ( fleura 5.5 y tabla 1). 

• 

1
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Fn cuanto a impacto sobre el desarrollo de las plantas, ninguno de los tratamientos logro diferenciarse 
del tratamiento control positivo, excepto el control negativo, que presento los valore más altos en 
biomasa. 

Grafico 4 Efecto de bacterias nernaticidas, sobre la población de Meloidogyne incognita, en 
plantas (le tomate cultivadas en maceta, bajo condiciones controladas. 
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Crafico 5 Efecto de bacterias ncmaticidas, sobre la tasa de crecimiento poblacional de Meloidogyne 
incmnhta, en plantas de toIrlate cultivadas en maceta, bajo condiciones controladas. 
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Crafico 6 Efecto de bacterias nematicidas, sobre cantidad de nódulos producidos por Meloidogvne 
¡,ieot,'nita, en plantas (le tomate cultivadas en maceta, bajo condiciones controladas. 
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PI [	 (or0roI	 Pp213 Mazda 'p Pp 97 

Trotamientos 

(;ratico 7 Efecto de bacterias nernaticidas, sobre el peso aéreo y radicular de plantas de tomate 
cultivadas en maceta, bajo condiciones controladas inoculadas con Meloidogyne incognita. 

Co<,rn	 BFP	 Con,rol	 pp 213 MozcIn Pp Pp 97 

peio nema 
Í1 7030 íOZ 

Cuadro 12 Ffccto de haetci-ias neinalicidas. sobre el índice de nodulación en plantas (le lornate 
cultivadas en maceta, bajo condiciones controladas inoculadas con Meloidogyne incognita. 

Control -1- 5,000 a 
Control - 0,000 c 
Pp213 3,150 ab 
Mezcla Pp 2,450 b 
Pp 97 0,000 c 
1111 1525 b

0.

T<ky ¡¡Sr) 7<071 
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6.3.4 Ensayos in vivo de control de Meloidogyne spp por bacterias con actividad nernaticida, con 
formulación y dosis final. 

En este ensayo, podemos apreciar, que tanto BFE corno eti mezcla con Pasteuria, lograron reducir 
significativamente, tanto la población de Meloidgvne, corno su tasa de crecimiento, siendo incluso 
superior a la lograda por el nernaticida químico Furadan. La falta de actividad de este nernaticida, puede 
deberse, al contenido de materia orgánica, en el suelo, la que posee la capacidad de inmovilizar los 
ingredientes activos de este pLaguicida. 
En cuanto a parámetros de vigor, solo se observo diferencias significativas, respecto al control sin 
presencia cic nematodos. 

(,ifico S Efecto de bacterias neruaticidas, sobre la población de Meloidogy,:e incogn ita, en 
plantas de tomate cultivadas en maceta, bajo condiciones controladas. 

rAil 

60 

50 

O)
P10. 

CN

30 

20 

III'

CON ISO!	 QUIMICO	 11+	 KH- Pps COIJIRol - 

Crafico 9 Efecto de bacterias riernaticidas, sobre la tasa de crecimiento poblacional de i4v!eloidogyne 
incognita, en plantas de tomate cultivadas en maceta, bajo condiciones controladas.



a 
b

1 _

III) 

1)0 

E 
(3

40 
:3

21) 

(1

GOBIERNO DE CHILE 
JIINI)ACIÓN PAIl fA 

INNOVACIÓN ACRAIA 

1 

Í 4	 _ 
OL • OtIIMICO	 III I_	 III -L I'p CCF'J 1 NOl 

Grafico 10 Efecto de bacterias nematicidas, sobre la altura de plantas de tomate cultivadas en 
maccia, bajo condiciones controladas bajo distintos métodos de control de Mdoidogyne incognila. 
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(;rafico 11 Efecto de bacterias nematicidas, sobre el peso aéreo y radicular de plantas de tomate 
cultivadas en maceta, bajo condiciones controladas inoculadas con ílÍcIou/o'v,,e ineognita. 
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Cuadro 12 Ffec10 de bacterias nematicidas, sobre el índice de nodulación en plantas de toniale 
cultivadas en maceta, bajo condiciones controladas inoculadas con 4íeloidogyne incognita. 

Indice de 
Iratamiento nodulación 
Control -1- 5,000 a 
Control - 0,000 c 
BFE 3,150 ab 
BFE ± Pps 2,450 b 
Quimico 1,430 c

6.4 Etapa 1V: Ensayos en campo. 
6.4.1 Evaluación (le bacterias con capacidad nematicida en cultivos de tomate. 

Ensayo tomate Hermanos Miranda Colin 
Temporada 2007/2008 
En este ensayo todos los tratamientos control, consistente en una aplicación de Furadan, siendo los 
tratamientos que incluían la cepa de Pasteuria 97, los que lograron los mejores resultados, por su parte 
13FF, logro diferenciarse del control, así como también del tratamiento de Pasteuria (Fig. 5.16), Este 
1 )ItrrI C repitió en O tOSO (le crecimiento poblaciorial (li'..5.1 7). 
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a íormación de nódulos solo se diferencio estadísticamente en los tratamientos que incluyeron a la 
cepa 97 (le Pasteuria, pero la mezcla de Pasteuria y 13FF, mostró la menor cantidad de nódulos (Fin. 
51	 ) 

Fn cuanto al dcscmpeóo de las plantas bajo los distintos tralanuentos, solos que incluian a 13FF 
mostraron un incremento en el peso total y aéreo de las plantas, no presentándose diferencias en cuanto 
a peso radicular (Fig. 5.19). 

Grafico 13 Efecto de bacterias nematicidas, sobre la población de Me1oidoj'nc spp., en plantas de 
tomate cultivadas en condiciones de campo. 
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Grafico 14 Efecto de bacterias nematicidas, sobre la lasa de crecimiento poblacional de 
¡'ie/oidoyne spp., en plantas de tomate cultivadas en condiciones (le campo. 

2 

o 

-1 

-2 

.3

coriroI

C 

e 

L3FE	 Pp971LM-E	 Pp97 

Tratamiontos



Ç GOBIERNO DE CHILE rtIrJuAcIo PAPA LA 
!N\OVACI(N AGRARiA 

(ralico 15 Efecto (le bacterias nematicidas, sobre cantidad de nódulos producidos por 
h'Ioidot'vize spp, en plantas de tomate cultivadas bajo condiciones de campo. 
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(;rafic() 16 Efecto (le bacterias nernaticidas, sobre el peso total, aéreo y radicular de plantas de 
tomate cultivadas CII condiciones de campo, infectadas naturalmente por 41e1oidone spp. 
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Temporada 200812009 
En esta temporada a diícrcncia de la primera se observo un mejor desempeño de BFE sobre Pasteuria y 
similar a la mezcla de ambas, probablemente debido a las mejoras en el sistema de producción y 
Formulación, de todas formas hay que considerar que los datos de la presente temporada, son 
preliminares, va que la Fecha de evaluación final y cosecha es a fines de diciembre, que es cuando 
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podremos comparar realmente Las dos temporadas. En los parámetros de vigor solo se midió altura de 
plantas, sin diferencias significativas y numero de frutos por planta, donde el tratamiento Mezcla, 
obtuvo el mayor numero. Pero dado que aun no se calcula el rendimiento total, es dificil establecer las 
liliici'tsdcflniIivas. 

Los datos de esta temporada Indiciii que la aplicación (le todos los trataInlerItoS, nicioma la eLcaciu de 
control del tratamiento químico, en este caso fumigación con metham sodio, permitiendo mantener las 
poblaciones (le nematodos en niveles bajos. 

Crafico 17 Efecto de bacterias nematicidas, sobre la población (le MeIoidogizt' spp., en plantas tic 
tomate cultivadas en condiciones de campo. 
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Grafico 18 Efecto de bacterias nematicidas, sobre la lasa de crecimiento poblacional de 
4IeIoidoy,ze spp., en plantas de tomate cultivadas en condiciones de campo. 
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(;raiico 19 Efecto de baclerias nenialicidas, sobre la altura de plantas de tomate cultivadas en 
condiciones de campo, infecta(las naturalmente por Meloidoçj'n' spp. 
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Grafico 20 Efecto de bacterias nematicidas, sobre la cantidad de frutos de plantas de tomate 
cultivadas en condiciones de campo, infectadas naturalmente por 4feloidoe,vne spp. 

iR 

,	
i:  

H
CC)NT!OI	 PE' 1 11	 III	 SI, 1-1U, 

I'rC(liO Los arrayanes 01 niue 
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Eiie esta segunda temporada, al igual que en el predio de Coliri, los (latos son preliminares, dado que la 
cosecha es a principios de Diciembre. Dc todas formas se observa un efecto significativo de todos los 
tratamientos sobre la población final de Meloidogyne spp. siendo los tratamientos con BFE tanto solo 
como en mezcla con Pasteuria, los con menores poblaciones, diferenciándose estadísticamente tanto del 
control, COO (le la aplicación de Pp. 97.
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(;Ific() 21 Efecto (le bacterias nematiciclas, 501)1-e la población de iíe/oidoi',ie spp., en plantas de 
(omite cultivadas en condiciones de campo. 
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Las tasas (le crecimiento, son positivas, ya que la haber 51(10 fumigado el SLIC1O con bromuro de metilo, 
las poblaciones iniciales cian bajas, aun así podemos ver una clara tendencia a la disminución en las tasa 

(le crecí niento poblacional de los nernatodos, siendo el tratamiento de mezcla de Pp 97 con BFE, el 
lIflICO (tIL' Su di terencio estadisticamente del control. 

Grafico 22 Efecto de bacterias nematicidas, sobre la tasa de crecimiento poblacional de 
4'te!oidogpne spp., en plantas de tomate cultivadas en condiciones de campo. 
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En cuanto a vigor (altura) y rendimiento (numero de frutos), no se aprecian diferencias significativas, lo 

que era esperable, dado que la fumigación de bromuro, logra una disminución importante de los 

nematodos en las fases iniciales de desarrollo y solo es esperable observar diferencias, al final del 

cultivo. cuando los nematodos logran niveles poblacionales altos.
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(;ralico 23 Efecto de bacterias nematicidas, sobre la altura de plantas de tomate cultivadas en 
condiciones de campo, infectadas naturalmente por Meloidogyne spp. 

,'SO 

Crafico 24 Efecto de bacterias nematicidas, el numero de frutos (le plantas (le lomale cultivadas 
CH condiciones (Ic campo, infectadas naturalmente por ilfíloidogyize SI)!). 
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Predio La capilla foco Quillola. 
Temporada 2008-2009 

En este predio, también se cuenta con datos preliminares, por las razones ya expuestas. 

1 os datos de poblaciones, indican que tanto en los casos con uso de bromuro, como si uso de este, los 
lratairiientos con Pp. 97 y BFE, así COITIO su mezcla lograron disminuir en forma significativa, las 
poblaciones de Mcloidogyne, siendo el tratamiento con BFE, el que presento las menores poblaciones 
con (liferenclas significativas en e] tratamiento con Bromuro y sin diferencias con Pp97 y la mezcla en 
CI Ii'atiituciittt Sil hointro. 

Crafico 25 EíecIo (le hacterias nematicidas, sobre la población de Meloidogyne spp., en plantas de 
tomate cultivadas en condiciones de campo con uso de Bromuro de metilo. 
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(.rafico 26 Efecto de bacterias nemalicidas, sobre la población de Meloidogyne spp., en plantas de 

tomate cultivadas en Cflfl(liCiOfleS (le Cfl1() Sifl lISO (le lh'oniuro de nietito. 
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Al comparar las poblaciones linales, con y sin uso de bromuro, 	 n uro es teresante desatacar, que todos los 
tratamientos disminuyeron en forma significativa las poblaciones de nematodos, superando incluso la 
eficacia del bromuro, sin presentar diferencias entre los tratamientos. 

Grafico 27 Efecto de bacterias ncmaticidas, sobre la poblaciones finales de Meloidogyne spp., en 
plantas (le tomate cultivadas en condiciones (le campo conNI sin uso de Bromuro de metilo. 
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lo este caso las tasa de crecimiento, sin bromuro, indican una clara tendencia a la disminución de las 

poblaciones de nematodo. Pero en el caso de uso de bromuro, no hay diferencias significativas y con 
una tendencia hacia el incremento de las poblaciones, dado principalmente, por el hecho de haber 

partido desde una situación de la ausencia de nematodos, de la -zona de muestreo. 

1
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Grafico 28 Efecto de bacterias nematicidas, sobre la tasa de crecimiento poblacional de 
•1('Ioido9'ne spp., en plantas (le tomate cultivadas en condiciones de campo. 
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l-n cuanto a altura de plantas, solo es posible observar diferencias significativas entre los bloques con y 
sin bromuro. 
Gralico 29 de bacterias nematicidas, sobre la altura de plantas de tomate cultivadas en 
condiciones (le campo, infectadas naturalmente por :íeIoidogi'ne Sl)l). 
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Ensayo vid Viña el Aromo 

E as mediciones iniciales de nematodos, permitieron seleccionar plantas con poblaciones similares de 
tfeIoido,'vne spp y Xiphinenw spp, obteniéndose grupos de plantas que no diferían en estadísticamente 
111 estas pohl icioi ies. 

LII este ensayo se ohscrvo wi efecto significativo de todos los tratamientos sobre la población final de 
Meioidogyne, pero solo ci tratamiento consistente en la mezcla de la cepa 97 de Pasteuria y BFE, 
lograron una disminución significativa de la tasa de crecimiento poblacional del nematodo 

Grafico 30 Efecto de bacterias nematicidas, sobre población de Meloidogvne spp. , en plantas de 
vid ( y . Meriot en condiciones de Campo. 
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(;rarico 31 Efecto de bacterias nernaticidas, sobre la lasa de crecimiento poblacional de 
lfe/oidogyne spp, en plantas de vid (Cv. Meriot en condiciones de campo. 
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II el caso de Xphznerna 110 existieron diferencias significativas, como tampoco lo hubo en la tasa de 

crecimiento, pero es relevante que pese a la variabilidad de los datos en el tratamiento consistente en la 
de Pp 97	 UI l. 110 SP detecto la presencia de XipIiincniu CII rIiIIgt.IlIa de las repeticiones. 
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Grafico 32 Efecto de bacterias neniaticidas, sobre población de Xiphinerna spp., en plantas (le vid 
((Tv. Meriot en condiciones de campo. 

Grafico 33 Efecto de bacterias ncinalicidas, sobre la lasa de crecimiento poblacional de 
Xip/:inema, en plantas de vid (Cv. Meriot en condiciones de campo. 
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l'lii la evaluación final se midió la población de otros neniatodos fitoparásitos presente, pero ninguno 

presentaba poblaciones importantes, no existicndo a su vez diferencias entre los tratamientos. 
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(Jraflco 34 Efecto de bacterias nematicidas, sobre la población de distintos neniatodos 
fitoparásitos. en plantas de vid Cv. Merlot en condiciones de campo. 
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En relación al efecto sobre el desarrollo de la planta, podemos apreciar que no existió un efecto 
signiíícativo sobre el numero y peso de racimos por plantas (figura 5.12 y 5.13), pero si sobre la 
cantidad de fruta producida por planta, la que mostró una tendencia a verse incrementado (P­0,041 ) en 
el tratamiento consistente en la mezcla de Pasteuria cepa 97 y Bspl (figura 5.14). El vigor de las plantas 
expresado como largo de brotes, tampoco mostró diferencias significativas, lo que es esperable, después 
de solo una temporada de aplicación de los tratamientos. 

Grafico 35 Efecto de bacterias nematicidas, sobre el numero de racimos por planta vid Cv. 
Meriol en condiciones de campo. 
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Grafico 36 Efecto de bacterias ,iemalicidas, sobre el peso de racimos por planta vid Cv. Merlol 

en condiciones de campo. 
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Grafico 37 Efecto de bacterias nematicidas, sobre rendimiento por planta vid Cv. Merlol en 
condiciones de campo.
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Grafico 38 Efecto de bacterias ncmatieidas, sobre largo de brotes de plantas vid Cv. Meriot en 
COfl(IiCiOflCS de campo.

r.nnl,oI	 P0 2')	 Bsp 1	 mezcla 

Ensayos en limones 
Fin este ensayo pese a no detectarse diferencias significativas, se observa un tendencia marcada de los 
tratamientos consistentes en la cepas BSP2 y la mezcla de esta con Pasteuria cepa 220, de disminuir la 
tasa de crecimiento de Tylenchulus semipenelrans (P 0,085), lo que indica la necesidad de la repetición 
(le este ensayo con un incremento en el numero de árboles utilizados. Estos resultados con consistentes 
con los obtenidos en el ensayo in vitro de la cepas BSP2, que se muestra como un posible controlador 
de este nematodo. 

Grafico 39 Erecto de bacterias nematicidas, sobre la población de Tj'lenchulus sernipeneiras, en 
plantas de limón cultivadas en condiciones de campo. 
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Grafico 40 Efecto de bacterias nematicidas, sobre la tasa de crecimiento poblacional de 
Tple,,chulus semipenetras, en plantas de limón cultivadas en condiciones tic campo. 
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Gra Fico 41 Efecto (le bacterias nernaticidas, sobre ci rendimiento de plantas de limón cultivadas 
en condiciones tic campo., infectadas naturalmente por Tylenchulus sem ¡penetra us. 

CoIroI 1	 '0



1 

f 
1 

1

cOCIEIi.NO DE CHILE 
'b.	 IIINDACIÓN PARA A <Ír 11 INNOVACION A(.D.AIJA 

6.5 Etapa V: Desarrollo sistema de producción y transferencia 
6.5. 1 Sistema de producción de cepas nativas de Pasteuria. 

lnsayo 1 

De todas las cepas de Pasteuria obtenidas, solo las cepas 97, 213, 220 y 329, fueron posible 
reproducirlas en condiciones ratifícales. Todas ellas Cli 

Figura 4 Endosporas de PP. obtenidas artificialmente, a partir de aislado nativo. 

Ensayo 1 

De las especies evaluadas para producción de esporas, las dos mas promisorias son tomate y albahaca 
para la reproducción de Pp. en MeIoidoyne. En el caso de Tylenchulus la cepa aislada desde este 
nematodo, no ha podido ser reproducida, pero se consta con una cepa proveniente de Meloidogyne, que 

capaz de adherirse a 7iIcmh,,Iuç, la iiic 6ie tui izada en los ensa y os en maceta y campo. 

VII cuanto a la mantención de los ncmatodos 6toparusutos. se cuenta con poblaciones puras de 
deIuidugyne arenaria, M. javanica y M. incogn ita. Así como de Yylenchulus semipenetrans y 
Viphincma.

 
Los que son reproducidas en tomate, naranjo y vid, respectivamente. 

1)c los 3 sistemas de produccion, ci más efectivo fue el tratamiento 3, pese a (inc en albahaca se produce 
la misma cantidad de esporas, que en tomate, en este último es más fácil la obtención de esporas, por el 
mayor porcentaje de hembras infectadas y facilidad de manejo de los nódulos. En el caso de zanahoria y 
hcrcncna,

 
no se logro encontrar hembras infectadas.
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Cuadro 13. Producción de esporas (le Pp. producidas en plantas de tomate, bajo 3 sistemas de cultivo de 
Meloidogyne spp. 
;lstema	 - Hembras/planta Hembras Esporas/h Esporas/plan 

_____ infectadas % embra ta 
ultivo de plantas sobre suelo con 59 2,7 % b 2.045.055 3,26E46 b 
resencia natural de nematodos y 

oras.  
ultivo de plantas en suelo estéril con 

iematodos infectados artificialmente
63 3,2% b 1.934.945 3,9E+6 b 

on P.___  
58 13 %a 2.103.043 iultivo de plantas sobre suelo, con 1 ,59E+7 a 

)resencia natural de Pp. Libre de 
lelTiatodos e inoculados con 
)oblaciones puras de nematodos.  
1 .ctras distintas en una columna indican diferencias significativas entre las medias, según test HSD 
(. P<0,05) 

Cuadro 14. Producción de esporas de Pp. producidas en plantas de Albahaca, bajo 3 sistemas de cultivo 
de Meloidogyne spp. 

istema Hembras/pi Hembras Esporas/h Esporas/planta 
anta infectadas % embra 

?ultivo de plantas sobre sucio con 148 2% 2.003.040 6,01 E] 7 
)resencia natural de nematodos_y esporas.  

174 6,25E-I-6 ultivo de plantas en suelo estéril con 1,8% 1.994.940 
tematodos infectados artificial mente con 
)p.  

2ultivo de plantas sobre suelo, con 165 1,6% 2.056.050 1,02E+7 
)rcscncia natural de Pp. Libre de 
tematodos e inoculados con poblaciones 
mras de nematodos.
Letras distintas en liria columna indican diferencias significativas entre las medias, según test FIS!) 
(P<0,05) 

Estos resultados, se han traducido en el siguiente protocolo de producción de Pp. 
Plantas que son cultivadas en tina mezcla de arena, compost, perlita y turba 2:1:1:1. 
La producción de esporas de Pp. En base a los resultados rriostrados mas abajo, se esta realizando, sobre 
plantas, cultivadas con la mezcla de sustrato ya descrita. Una vez que las plantas alcanzan 6 semanas, 
son inoculadas con la especie de nernatodos a utilizar, los cuales van con endosporas adheridas de la 
cepa de Pp. Una vez hecho esto, las plantas se dejan crecer por 8 semanas a una temperatura de 25°C y 
un régimen de luz de 12 horas de luz, por 12 de oscuridad. Pasadas las 8 semanas, en el caso se constata 
la presencia de nódulos, y de haberlos, se extraen las hembras, para determinar la presencia de esporas. 
Una vez determinada la presencia de esporas, se revientan las hembras, almacenándose las endosporas, 
para lo que son suspendidas en agua destilada estéril y luego asperjadas sobre zeolita también estéril, 
sccñiidosc bajo niovmiento constante y ajustado a una concentración de 10(' esporas11pr. 

e
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Ensayo II 
Como muestra el cuadro 8, el mejor sustrato es el compuesto por Compost, arena, perlita y turba 
(2:1:1:1) seguido por Compost, arena y perlita (1:1:1), pero es necesario realizar varios ciclos de 
cultivo, para determinar no solo la producción sino la confiabilidad del sistema, pensando en un futuro 
sistema comercial de producción. 
Cuadro 15. Producción de hembras y J2 de Meloidogyne spp., producidos en plantas de tomarte, 
ulili7ando distintos sustratos. 

Sistema
________

Hembras! 
p1anta

J21250 g 
de suelo. 

Suelo original. 148 b 253b 
Perlita, turba 	 arena (1:1:1) 174 b 289 b 
Vermiculita, arena y turba (1:1:1). 165 b 345 ab 
Compost, arena y perlita (1:1:1) 235 ab 420 ab 
arena,conpost,perlitv turba 2:1:l:1 367a 478a 

Letras distintas en tina columna indican diferencias significativas entre las medias, según test HSD 
(P<0,05) 
Ensayo III Producción en bandeja flotante: 
Después tic una primera experiencia sin resultados, se logro ajustar el sistema, al mejorar el sistema de 
aireación, lo que ha permitido, tanto la producción abundante de raíces, y se la logrado obtener nódulos 
abundantes de Meloidogyne, pero aun con una baja proporción de hembras infectadas. A lo que se 
suma, una gran cantidad de raíces sin nódulos. Por lo que aun es necesario mejorar tanto la técnica de 
inoculación de nematodos como ajustar la proporción de esporas por J2 necesarias. 

4.5.2. Sistema de producción de cepas de BFE, cultivadas in vitro. 

Ensayo 1 medios 
No existieron diferencias significativas en la producción de las bacterias tanto antes como después del 
proceso de secado, por lo que se opto por el medio GYS, dado que es el de menor costo. 

Cuadro 16. Producción de esporas de bacterias cori actividad nematicida, en distintos medios (le cultivo 

Medio Esporas/ml UFC/g 
CN	 1,3x107	 9,8xl06 
uy	 ió7

 

6,8x 10-,- 
LB	 1,5x107	 7,8x 10" 

Letras distintas en una columna indican diferencias significativas entre las medias, según test HSD 
(P<O,05) 
Cuadro 1 7. Días de cultivo a 80% de esporulación, de 6 cepas BFE en 4 medios distintos. 

Cepa ¡Medio GYS CN	 -- LB 
39 4 12a 24 

2ps11 5 5b 10 
2ps21 4 lOa 18 

63kconti 4 lOa 24 

6conti21 5 12 23  

5ps 4 12a  18 

Significancia ns  * Ns
Ictias distintas en una columna indican diferencias significativas entre las medias, según test HSD 
(['<0,05)
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Ensayo II temperatura de cultivo 
En cuanto a temperaturas tanto las temperaturas de 25 y 30° C, mostraron una producción 
significativamente mayor que la 

Cuadro 1 S. Producción de esporas de bacterias con actividad nematicida, a distintos temperaturas de 
cultivo ¡u muro, 

Temperatura Esporas/ml UFC/g 
200 1,2x10'b 6,8x106b 
25° 4,2x101a 713x10a 
30° 4,5x107a 8,5x106a 

Letras distintas en una columna indican diferencias significativas entre las medias, según test HSD 
(P<0,05) 

Ensayo III pH de cultivo 
Como se observa en el cuadro el pH que diminuye los días a esporulación esta entre 6,5 y 7. 
Cuadro 19. Días de inoculación a esporulación, en cada una de las distintas cepas a distintos pH en 
medio GYS (Glucose Yeast Salt) 

Cepa /pH -	 6.0 6.5 7.0 7,5 

39 12 6 4 12 
2psIl 12 5 5 12 
2ps21 12 5 5 12 
63kconti 12 5 5 12 
6conti21 12 5 5 15 

ps 12 4 -	 4 13
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Evaluación de sustratos inertes y forma de secado para almacenaje y formulación 
Cuadro 19 Porcentaje de supervivencia y actividad de BFE., usando 3 sustratos inertes, después de 3 
meses de almacenaje 

Acarreador % UF/gr. % Actividad 

Talco -85.2% ab 45.7% e 

Zeolita 100% a 98.0% a 

Sílice 83.2% b 32.0% bc
Letras distintas cii una columna indican diferencias significativas entre las medias, según test HSD 
(J><:Q,05) 

Lii los siguientes ensayos se entrega el promedio de las 6 cepas, dado que no se encontraron di terencias 
significativas entre ellas. 
De la primera parte del ensayo, se obtuvo la mayor población de esporas viables al diluir a la mitad el 

medio de cultivo (Cuadro 19), sin embargo, el mayor porcentaje de esporas se logró con una 
temperatura de 80° C. Al evaluar la población final de esporas, podemos observar que la dilución, es el 
método que genera la niiivor cnitulmul de esporas viables. 

Cuadro 20 Poree1iti]e de esporas y numero de esporas viables, despnts (le tratamientos para ii(tileir 
csporulación, en una cepa de J3FE

Esporulación (%)	 Esporas viables ¡ml 
Tratamientos	 antes de secado 
Cultivo 12 días	 72,5 c	 2.53 x 10' b 
Dilución	 85.8 b	 1.91 x 10'°a 

9° C	 92,2 a	 3.46x 10 e 
1 e1ras distintas en una columna indican diferencias significativas entre las medias, según test HSD 
(P<0,05) 

La interacción de los dos factores, esporulación y secado, no fue significativa, indicando que solo el 
factor esporulación fue significativo para el tratamiento de dilución, lográndose los mayores niveles de 
población. En cuanto a forma de secado, pese a que no fue significativo, se observa una fuerte tendencia 
donde el secado a 45° C combinado con dilución, arrojaría la mayor población de la cepa, pese a lo cual 
es bastante bajo en comparación a la cantidad de UFC iniciales. Por lo tanto, es necesario seguir 
eva1 nando procesos de secado. 
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(iiadro 21 Porcentaje de supervivencia de cepas de I3FE , bajo distintos sistemas de estimulación de 
esporulación y secado. 

Método Método Supervivencia 
esprulación secado (%) 
cultivo 7 días aire 0.06 b 

cultivo 7 días Estufa 450 0.03 b 

cultivo 7 días Betonera 84,3 a 

Dilución aire 0.01 b 

Dilución Estufa 450 0.12 b 

Dilución Betonera 86,2a 
800 C aire 0.34 b 
800 C Estufa 450 0.06 b 
800 C Betonera 70,2a 

1 .ctras distintas cii una columna indican diferencias significativas entre las medias, según test HSI) 

Ensayo de almacenaje 
Coexistieron diferencias significativas entre las condiciones de almacenaje, pero dado que la presencia 
de luz genera una disminución en la cantidad de esporas, aunque no significativa, se recomienda el 
almacenaje en oscuridad. 
Cuadro 22. Porcentaje de esporas viables almacenadas, bajo distintas condiciones, por 3, 6 y 8 meses de 
alniaceiiaje. 

'ondiciones de 3 6 8 
Imacenaje _____ ____  

y luz ambiental 100 95 93 
ambiental en 100 100 100 

scuridad  
'°4°Cy 100 100 100 
scuridad

Ictras distintas en una columna indican diferencias significativas entre las medias, según test 1-lSD 
¡Lo	

) 

1
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7 Fichas Técnicas y Análisis Económico: 

• Fichas técnicas y de costos del o los cultivos, rubros, especies animales o tecnologías que se 
desarrolló en el proyecto (según corresponda a la naturaleza del proyecto). 

c desarrollo la siguiente ficha técnica para uso de Bacillus: 

('itadro 25. Recomendaciones de uso de Bacillus spp. para el control de enfermedades bacterianas en 
CIIIIIVOS icrícolas. 

CULTIVO PAI'OGENOS DOSIS ÉPOCAS DE APLICACIÓN 

Tomate Neinatodos
6 g/lOO 1 
4 Kg/ha

Aplicación en almacigo y 
rransp!ante 

Vid 6 gIl En plantación. 
y Nernatodos 2 Kg./ha A inicio y fin de temporada 

c it ricos

('onipatihilidad con agroquímicos 

Í3FE debe ser aplicado en forma separada de otros productos agroquírnicos, a menos que se realice una 
prueba de compatibilidad. En el caso de aplicaciones con compuestos cúpricos y antibióticos, estos 
deben aplicarse antes del biocontrolado y espaciados a lo menos 5 días. 

Almacenaje 
1,;i [orrriiilación de BFE, es un polvo mojable, el que mantenido en un ambiente seco y fresco es capaz 
de mantener su población y actividad a lo menos por 8 meses. Una vez abierto el envase de BFE, debe 
evitarse

 
su contacto con la Illinledad. en caso contrario debe utilizar illlrlcdiatanlerlte. 

loxicidad 
Las especies de BPE, seleccionadas en el presente proyecto presentan baja toxicidad para mamíferos, 
pese a lo cual se deben tomares las medidas de seguridad, propias de toda aplicación fitosanitaria. Debe 
evitarse la ingestión y el contacto con mucosas y heridas en la piel, en caso de ocurrir realizar lavados 
con abundante agua y jabón y en caso de ingestión no inducir vomito. Este hiocoritrolador no posee 
calendas flI tolerancia y cl 1idl'lOdO dc reingreso es de 2 horas. 
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1 oriiia (l( aplicación 
El Ionuulado en polvo desarrollado durante el proyecto, esta compuesto por esporas de la bacteria y los 
compuestos obtenidos durante la fermentación de esta, mas un acarreador en base a arcillas. Estas 
esporas son capaces de soportar temperaturas de 800 C y falta absoluta de humedad, pero la bacteria una 
vez germinada requiere de temperaturas de inferiores a 350 C y humedad para desarrollarse, por lo que 
las aplicaciones deben realizarse en las horas de menor temperatura durante el verano y las mas calidas 
durante el invierno en las horas de mayor temperatura. Debe realizarse un eficiente mojado del cultivo a 
tralar. Llatl() LIUC ¡lo SC ha demostrado tina actividad sistárnica de BF7. 

Costos El estudio de Costos, se realizo en conj tinto con f3io Insumos Nativa Ltda. y se oiI UVO un precio 
de equilibrio cutre costos de producción, venta, administración, marketing y utilidades de $45.000 el 
Kg. lo que lo hace competitivo con nematicidas de uso agrícola. 

Análisis económico actualizado, comparando con los análisis de la propuesta de proyecto. 

Al realizar ci analisis económico, con los datos actuales, esperamos que la producción aumente en un 
10%, dada la ineficiencia de los productos actualmente en uso, además existe una disminución del 
precio del Bacillu.s formulado de $32.000 en la propuesta a los actuales $30.000 y una reducción de un 
50% en el uso del caldo bórdeles. Lo que nos genera un aumento de rentabilidad del cultivo de tomate. 
(Cuadros 20 y 27)
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Dado que los compuestos químicos actualmente en uso son poco efectivos y además están siendo 
cuestionados por sus impactos ambientales y en salud humana, por lo quc este bio controlador se estaría 
posesionando como la mejor alternativa, para el control de nernatodos fitopatógenas, en cultivos de 
vides y tomates, lo que sobrepasa las 160.000 hectáreas en Chile, potenciales que podrían usar este bio 
coiitrolador. 

1,a producción y formulado del producto se realizaría por Bio Insumos Nativa Ltda. quienes poseen una 
red de distribución entre las regiones 1 y X, por lo que se asegura una disponibilidad a lo largo del país. 
ln cuanto a producción, la empresa estaría en condiciones de producir 20,000 Kg. del formulado 
anualmente. 

Se estirria un costo por hectárea de cerca de $80.000 pesos, lo que es significativamente menor que el 
costo de las alternativas químicas. 

Cuadro 7. Numero de aplicaciones dosis y costo por hectárea. 
aplicaciones dosis	 total	 $Ikg	 $ total 

mocap	 1	 12	 12	 24.395 292.740 

BFE	 1	 2	 2	 40.000	 80000 

Descripción estrategias de marl<eting de productos, procesos o servicios 

La estrategia de marketing en estos momentos esta centrada en, charlas de difusión con 
auricultores, reuniones con asesores de los cultivos y entrega de muestras del formulado, para la 
realización de pruebas de campo con agricultores. Este producto por sus características, se espera 

no posea restricciones para su uso en ningunos de los sistemas de certificación usados 
íictu ami rite. 

ó
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8. Impactos y Logros del Proyecto: 

• Descripción y cuantificación de los impactos obtenidos, y estimación de lograr otros en el 
futuro, comparación con los esperados, y razones que explican las discrepancias. 

• Indicadores de impactos y logros a detallar dependiendo de los objetivos y naturaleza del 
proyecto: 

Impactos Productivos, Económicos y Comerciales 

Logro Al inicio del Al final del Diferencial 
_Proyecto— __pyecto 

Convenio	 con No existe diferencial Formación de empresa o unidades Convenio	 con 
Je negocio empresa	 para empresa	 para 

producción	 y producción	 y 
comercialización,  

Sistema	 de roducción (poi-producto) Producción para 2 ha El uso y producción 
producción de	 BFE,	 permitirá 
establecido,	 con una	 capacidad 
capacidad	 para productiva	 varias 
2500 ha. veces mayor a la de 

No	 se	 podía
Pasteuria. 
Precio adecuado	 a Costos de producción Precio de venta de 

determinar al inicio $45.000 nivel	 de	 control, 
del proyecto dosis y relación con 

competidores. 

Ventas y/o Ingresos No aplica No	 se	 han 
realizado ventas  

Nacional No aplica  
Internacional No aplica  

Convenios comerciales Convenio	 con Convenio con Bio 
empresa Insumos	 Nativa

LM
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¡ni pactos Sociales 

Logro Al inicio del 
Proyecto

Al final del 
proyecto  

Diferencia¡  

Nivel de empleo anual 1 técnico 2 técnicos Los equipos de 
1 product manager producción requieren 

mayor preparación 
técnica y el sistema 
de secado requiere 
más mano de obra. 
La venta del 
producto requiere de 
alguien especializado 
para su 
comercialización. 

Nuevos empleos generados 2 técnicos jornada 
completa y un 
aRIÓnOmO 25% (le 
j)Iiada 

Productores o unidades de 0 
negocio replicadas  

tilipacios Tecnológicos 

Logro  -	 Nnio	 -	 - Detalle 
Nuevo en	 Nuevo en la	 Mejorado 
mercado	 empresa  

Producto 1 1 Formulado de 
BFE. Para el 
control de 
nernatodos 

Proceso Fermentación Fermentación 
Formulado formulado  

Servicio No aplica No aplica  

Propiedad Intelectual	 Número	 Detalle 
Patentes  
Solicitudes de patente  
Intención de patentar 	 1	 Formulado de BFE yuso  
Secreto industrial 	 2	 Sistema de producción y secado del formulado 

anterior  

Resultado no patentable 	 3	 Cepas de BFE 
Forma de USO 

Especies nuevas para el control biológico de 
nematodos 

Resultado interés público	 1	 Alternativa al uso de nematicidas y bromuro de 
metilo.

- Logro	 -	 Número	 l)clalle	 -- - 



Convenio o alianza tecnológica 1 Convenio con Bio-Insumos Nativa Ltda. Para la 
producción y comercialización del formulado de 
BFE  

Generación nuevos proyectos
	 Unidad de negocio y producción.  

Impactos (J'ientiflcos 

Logro	 Número 
Publicaciones 	 3_ 

(Por Ranking)  

Eventos de divulgación científica	 4 

Integración a redes de investigación_] 2 

Impactos en Formación

Detalle( Citas, titulo 
En preparación 

Seminario Internacional —Política Y (Jestión De 
La Ciencia, Tecnología E Innovación, En La 
Industria Alimentaría, Cimientos Para El 
Mejoramiento De La Competitividad De La 
Región Del Maule". Talca Chile." 2008 

Seminario "Biodiversidad y Sustentahilidad: 
Visión de la Ciencia y el Sector Público-Privado 
en la Región del Maule" 2008 
XXVII Congreso ON'FA Viña del Mar 2005 
XVII Congreso Sochifit Concepción 2007 

Rothampstead (UK) Dr. Keith Davies 
Universidad eFlorida (USA), Dr. Dond Dickson 
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Logyo Numero Detalle (Título, grado, lugar, institun  
Tesis pregrado  
Tesis posgrado 
Pasantías  
Cursos	 de 
capacitación
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8 Problemas Enfrentados Durante el Proyecto: 

1 egales: No se presentaron problema de índole legal. 

Técnicos: El principal problema técnico correspondió a la reproducción de cepas de Pasleuria, 
lo que limito el numero y extensión de los ensayos. Atrasando el cronograma del proyecto, por 
lo que se tuvo que disminuir el número de ensayos y fueron modificados para lograr el 
cumplimiento de los objetivos del proyecto. 

Administrativos: No se presentaron problemas administrat vos 
Gestión: En los inicios del proyecto existieron retrasos, ocasionados por el atraso en la llegada 
de equipos claves. 

• Medidas tornadas para enfrentar cada uno de ellos. 
El descubrimiento de las bacterias formadoras de endosporas, reproducibles in vi/ro, permitió 

ampliar el número y extensión de los ensayos y perrnitiri un formulado comercial. 

9 Otros Aspectos de Interés 
1 os resultados de estos proyectos, poseen tres aspectos que suscitan el interés por sus implicancias en 
productivas como científicas. Así tenernos como primer hecho a destacar, que este proyecto permitió la 
primera detección reportada de Pasteruria en Chile y la aislación identificación y cepas de bacterias 
t)rmadores de endosporas, con alta capacidad de control de nematodos fitoparásitos y que son 
cultivables in vitro. 
Se han logrado niveles de control similares a los obtenidos por nematicidas convencionales, pero sin las 
limitaciones ambientales y de certificación (orgánica y I3PA). 

''  por ultimo la excelente recepción que h:nm tenido los agricultores, espec ¡al mimente de tomates, para el 
uso de estos organismos, lo que se explica en parte por la eficacia de bio controlador y por la 
experiencia que han tenido con productos comerciales, que han sido desarrollados previamente por la 
Universidad de Talca y Bio Insumos Nativa Ltda.. corno Trichonativa, Nacillus y Betk 03.
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lO	 Conclusiones, y Recomendaciones: 

1.11 prit icipal conclusión del presenta ensayo, es que es necesario, permitir cierto nivel de 
Flexibilidad en las metodologías, tanto de prospección, aislación y evaluaciones. Ya que de 
no haberse explorado metodologías alternativas, no consideradas en la metodología inicial, 
no se habrían detectado la presencia de las BFE. 

Las BFE, presentan una proyección comercial, drásticamente superior a la de Pasteuria, 
dado principalmente por la facilidad en su reproducción a escala industrial y facilidad de 
formulación. De todas formas es necesario seguir explorando nuevas alternativas para la 
producción masiva de Pasteuria, dado que presenta ventajas como mayor especificidad y 
iiieiior dependencia de condiciones ambientales, para su efectividad de control. 

¡.os niveles de control obtenidos, por los biocontroladores evaluados, se presentan como 
una alternativa cierta, frente al control químico, dado por nematicidas convencionales, as¡ 
como a la fumigación por bromuro de metilo. Si a esto sumamos la existencia de 
alternativas de control, biológico para hongos de suelo (Trichoderma) y bacterias (Bacillus 
.vuhiilis), se podría esperar que en pocos años, las fumigaciones de suelo, tanto por 
lromuro como por metham sodio, puedan ser reemplazadas por agentes de control 
ljiolóuico. 

Existe una alta demanda, por agentes de control biológico por parte de las empresas 
agrícolas y forestales, dado que su USO se presenta como una herramienta, que no solo 
ficilita la obtención de certiíicaciones y el control de ciertas enfermedades que no son 
controladas en forma adecuada por otra forma, sino que los agricultores lo ven también 
cuino una forma de disminuir el riesgo, asociado a rechazos por residuos, lo que se ha 
acrecentado por la incertidumbre que se da año a año, en las variaciones en tolerancias y 
carencias para proliictos qinniicos.
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o Difusión de los resultados obtenidos adjuntando las publicaciones realizadas en el 
marco del proyecto o sobre la base de los resultados obtenidos, el material de difusión 
preparado yio distribuido, las charlas, presentaciones y otras actividades similares 

- ejecutadas durante la ejecución del proyecto.  

lipo evento	 Numero detalle 

Presentación	 en 7	 -. II Seminario "Insumos para la Agricultura Orgánica" (Santiago, 

congresos	 y	 agosto 2005) 
seminarios	 -. III Seminario "Insumos para la Agricultura Orgánica" (Santiago, 

Diciembre 2005) 
XXVII Congreso ONTA Viña del Mar 2005 
-. Lanzamiento del "Catalogo de Insumos para el Control de Plagas y 
Enfermedades en la Agricultura Orgánica, en Chile" ejecutado por 
CCO (Abril 2006) 
XVII Congreso Sochiftt Concepción 2007 

Seminario Internacional "Política Y Gestión De La Ciencia, Tecnología 
E Innovación, En La Industria Alimentaría, Cimientos Para El 
Mejoramiento De La Competitividad De La Región Del Maule". Talca 
Chile." 2008 

Seminario "Biodiversidad y Sustentabilidad: Visión de la Ciencia y el 
Sector Póblico-Privado en la Región del Maule" 2008 

Organización de 1	 Seminario de Finalización del Proyecto FIA•UTALCA "Evaluación de 

seminarios	 cepas nativas de Bacillus sublilis para el control de bacterias 
fitopatógenas"(Abril 2006j  

Dia de campos o 8	 -. Reunión con asesores de tomate en Quillota (Nov 2006) 
reuniones tecnicas	 -. Reunion con equipo tecnico de AGRJ.COM (Oct 2006) 

-. Reunión asesores tomate en Colin y Maule (Octubre 2006) 
-. Día de campo. en Colin, con exposición de resultados de ensayos de 
campo (Noviembre 2005) 
-. Charla de divulgación, realizada en Chillan, en conjunto con Bio 
Insumos Nativa Ltda. (Chillan, Diciembre 2005) 
-. Reunión asesores de tomate en Colimi (Octubre de 2007 y enero de 

2008) 
Reunión Asesores y productores de Cítricos (Jul, 2007) 
-. Reunión asesores de tomate en Quillota (Diciembre de 2007, enero 
de 2008 y mayo de 2008) 
-. Reunión Equipo técnico huerto Pomarolo (Agricom) (Mayo de 2007 
y mayo de 2008) 
-. Reunión equipo técnico Viña el Aromo (Julio de 2008) 

_________ --	 -. Seminario de finalización proyecto (Octubre de 2008) 

Bleti on de difusion 1	 con Boletín de difusión, con resumen de resultados del proyecto e 

500	 información, sobre biología de nernatodos y controladores biologicos 
copias	 en estudió. (En preparación)_____
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