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I.  ANTECEDENTES GENERALES
Cédigo: FIA-PI-C- 2002-1-A-84

Nombre del Proyecto: Evaluacién de cepas nativas de la bacteria Bacillus subtilis en el
biocontrol de enfermedades bacterianas de cultivos hortofruticolas de importancia regional.

Regién: Vil

Agente Ejecutor y Asociados: Universidad de Talca.
Coordinador del Proyecto. Mauricio Lolas Caneo
Costo Total: $ 67.641.964

Aporte del FIA: $ 41.532.752

Porcentaje del costo total: 61.4%

Periodo de Ejecuciéon: Octubre 2002 a Abril 2006
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RESUMEN EJECUTIVO

Durante el desarrolio del proyecto se obtuvieron sobre 250 cepas de Bacillus, de las cuales
un 47% presento actividad bactericida. Las evaluaciones in vitro, permitieron seleccionar las
mejores 5 cepas de Bacillus, sus concentraciones minimas inhibitorias, combinaciones entre
cepas y su compatibilidad con agroquimicos. Dados los resultados de estos ensayos se
realizaron pruebas in vivo, con inoculacion de los patdégenos, lo que permitido determinar dosis
y momentos de aplicacién, los que fueron validado en cultivos comerciales en lps predios de
diversos agricultores, ensayos en los cuales los tratamientos con Bacillus, lograron superar
significativamente el nivel de control alcanzado por los programas normalmente utilizados por
los agricultores. En cuanto al desarrollo de un sistema de produccion comercial, se logro
determinar el mejor medio y acarreador, que generaron un formulado, altamente adecuado,
en cuanto a produccién, tiempo de cultivo, almacenaje y efectividad/} |

En cuanto al impacto generado por el proyecto, se firmo un convenio con la empresa Bio
Insumos Nativa Ltda. para su producciéon y comercializacién, en la misma linea que se ha
realizado con las cepas de Trichoderma, desarrolladas por el laboratorio de Fitopatologia, con
el financiamiento de FIA. La empresa en el afo 2004, gracias a los resultados hasta entonces
obtenido, logro adjudicarse un proyecto FONTEC, para el escalamiento industrial del
formulado y la empresa, por lo que se asegura la pronta disponibilidad del formulado
comercial. Ademas existe una alta demanda de agricultores por realizar pruebas del Bacillus,
en otras especies y enfermedades bacterianas y comprar el formulado, en especial en

cultivos de tomate en Quillota y Colin.

Los resultados del proyecto se han difundido ampliamente, a través de la participacion en
congresos cientificos, seminarios dirigidos a agricultores, reuniones con asesores y dias de
campos y finalmente con la elaboracién de un boletin de resumen de los resultados der

proyecto.
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Objetivos del Proyecto:

3. OBJETIVOS
General: Evaluar la capacidad biocontroladora de cepas nativas de Bacillus subtilis (Bs.)
recolectadas en la VII Regién, para enfermedades bacterianas en cultivos agricolas de
importancia regional.

Especificos:

Evaluacién de la capacidad inhibitoria in vitro de cepas nativas de Bs. para aislados de
Clavibacter michiganense subsp. michiganense, Pseudomonas syringae pv.
syringae, P.s. pv. tomato, Erwinia carotovora subsp. carotovora, y Xanthomonas
campestris pv. vesicatona.

Evaluacién in vivo de la capacidad biocontroladora de las cepas de Bs. efectivas en
cultivos inoculados con las bacterias fitopatégenas Clavibacter michiganense subsp.
michiganense; Pseudomonas synngae pv. syrnngae, P.s. pv. tomato, Erwinia
carotovora subsp. carotovora, y Xanthomonas campestris pv. vesicatona.

Evaluacioén in vivo de la capacidad biocontroladora de las cepas de Bs. efectivas en
cultivos establecidos por agricultores de la zona y con historial de enfermedades
bacterianas.

Desarrollar un sistema de producciéon masivo y de almacenaje de las cepas de Bs.
biocontroladoras de las bacterias fitopatégenas en estudio.

Difundir ampliamente los resultados alcanzados del proyecto entre grupos de
agricultores con potencialidad de adoptar esta tecnologia.

Desarrollar e insertar un producto comercial de Bs., en conjunto con alguna empresa
relacionada con insumos para produccién organica e integrada

4 Metodologia del Proyecto:

El proyecto fue divido en 5 etapas, las que son:

-. Prospeccion de cepas de Bs.

. Evaluacién in vitro

. Evaluacion in vivo

. Evaluacién en campo

. Desarrollo de un sistema de produccion y transferencia

4.1 Etapa |. Prospeccion

4.1.1 Recoleccién de cepas de Bacillus spp.

La recoleccion fue enfocada a predios con cultivos horticolas (tomate) y huertos con frutales
de carozo (ciruelo y cerezo). Ademas, dada la experiencia en el proyecto FIA C98-1-A-072
donde las mejores cepas de Trichoderma spp. se aislaron desde reservas y parques
forestales, se realizaron prospecciones en aquellas ubicadas en la VIlI Region: Vilches, Siete
Tasas, El Belloto, Laguna Torca, Queule y Ruil. En la eventualidad de que no se encontrara
un namero apropiado de cepas de B. efectivas en el control de las bacterias fitapatogenas en
estudio, se procederia a ampliar el area de recoleccion, hacia regiones cercanas, de manera
de contar con un gran numero de aislados. La obtencion de muestras se realizé desde suelo

(rizosfera), y de follaje y material lefioso.
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Para la obtencién de colonias puras de Bs., se utilizo el protocolo de Cook (1989), modificado
de la siguiente manera:

-. 4 g de la muestra de suelo, de follaje o material lefioso fueron homogenizados en 100 ml de
agua destilada estéril, mediante agitacion por 12 minutos a una temperatura de 80° C.

-. Luego, alicuotas de 50 pl del sobrenadante, fueron sembradas en agar nutritivo (AN).

-. Las placas fueron incubadas a 35° C por 24 horas.
-. Posteriormente se separaron los cultivos puros de colonias sospechosas de Bacillus.

-. Seleccién de Bacillus mediante test de Gram y morfologia celular.

4.1.2.- Recoleccioén de bacterias fitopatégenas

Siguiendo los métodos tradicionales para la obtencion de bacterias fitopatégenas desde
plantas enfermas (Agrios, 1997) se confecciond un cepario con las siguientes bacterias

fitopatdbgenas:
Pseudomonas synngae pv. syringae (causante de la enfermedad “cancer bacterial del ciruelo

y cerezo”)
Pseudomonas syringae pv. tomato (causante de la enfermedad “peca bacteriana del tomate”)

Clavibacter michiganense subsp. michiganense (causante del “cancro bacteriano del tomate”)

Xanthomonas campestnis pv. vesicatona (causante de “la mancha bacteriana del tomate y
pimentén”)

Erwinia carotovora subsp. carotovora (causante de pudriciones en esparrago, papa y
pimentones, y pie negro en papa, respectivamente)

Las bacterias fueron multiplicadas en medio AN y B de King dependiendo de la especie, y
mantenidas en tubos de cultivo a 4° C hasta su utilizacion. e

4.2 Etapa ll: Evaluacion in vitro

Evaluacién de la capacidad inhibitoria in vitro de cepas nativas de Bs. para aislados de
Clavibacter michiganense subsp. michiganense; Pseudomonas syringae pv. syringae,
P.s. pv. tomato, Erwinia sp. y Xanthomonas campestris pv. vesicatoria.

4.2.1 Ensayo |. Para la evaluacion de la capacidad inhibitoria de los aislados de Bs., se
utiliz6 la siguiente metodologia:

-. Para cada cepa de Bs. se inoculé un tubo con 6 ml de caldo nutritivo (CN) con una colonia
obtenida desde un cultivo puro, dejandose crecer en agitacion constante por 24 hrs. a 20°C.

-. Para las bacterias fitopatégenas, se tomé con el asa de siembra una colonia de la placa de
agar y se inoculd un matraz con 200 ml de medio de cultivo CN liquido, dejandose crecer en
agitacion constante por 24 hrs. a 20°C

-. Sobre placas Petri con 30 ml de agar nutriente, se agregd un mi del cultivo de la bacteria
patégena, la que fue esparcida homogéneamente sobre la placa. Después de 30 minutos se
retir6 el sobrante.

-. Una vez retirado el sobrante del patdgeno, se procedié a realizar orificios en el agar con un
sacabocado de 0,5 cm., en un numero de 9 por placa Petri. En cada uno de éstos, se

agregaron 50 ul del cultivo de las cepas de Bs.

* . 4 -,



»

GOBIERNO DE CHILE
FUNDACKON PARA LA
INNOVACION AGRARIA

-. Las placas con el patégeno y las cepas de Bs., fueron puestas a 4° C por dos horas, luego
de lo cual, se pusieron a incubar a 25° C, observandose la presencia de halos de inhibicion

hasta 72 hrs. después de la inoculacién.

Para cada combinacion bacteria patégena / cepa de Bs., se utilizaron tres repeticiones,
incluyendo ademas placas control con solo la bacteria patégena y la cepa de Bs. De esta
forma fueron seleccionadas aquellas cepas de Bs. que produjeron un halo de inhibicién
significativo alrededor del orificio donde fueron sembradas y cuya presencia fue consistente

en las repeticiones realizadas.

4.2.2 Ensayo ll. Determinacién de las concentraciones minimas inhibitorias (CMI) de las
cepas con capacidad inhibitoria.

-. Para cada una de las cinco mejores cepas seleccionadas de Bs. del ensayo anterior que
presentaron halo inhibitorio en cada bacteria fitopatdgena, se repitié el Ensayo | (ya descrito)
utilizando Bs. con un tiempo de cultivo en CN de 3, 12, 24 6 28 h. De esta forma se determino
el tiempo 6ptimo para obtencién de la maxima actividad inhibitoria y asi proceder a los
ensayos siguientes. Ademas, se midi6 su poblacién en cada una de los tiempos de cultivo.
-.Una vez determinado este momento de utilizacién de los cultivos de Bs., se procedi¢ a
realizar la evaluacion de actividad a distintas concentraciones, segun el esquema siguiente:

-. Para cada cepa de Bs. se tomo con el asa de siembra una colonia de un cultivo puro y se
inoculdé en un tubo con 6 ml de medio de cultivo AN liquido, dejandose crecer en agitacion
constante a 20°C por solo 24 hrs. (basandose en los resultados obtenidos y presentados en
la seccion siguiente),

-. Para las bacterias fitopatoégenas, se tomé con el asa de siembra una colonia de la placa de
agar y se inoculé en un matraz con 200 ml de medio de cultivo AN liquido, dejandose crecer
en agitacion constante por 24 hrs. a 20°C

-. Sobre placas Petri con 30 ml de agar nutriente, se agregd un mil del cultivo de la bacteria
patégena, la que fue esparcida homogéneamente sobre la placa. Luego, después d& 30
minutos se retiré el sobrante. i

-. Una vez retirado, se procedié a realizar orificios con un sacabocado de 5 mm, en un
nuamero de 5 por placa Petri.

-. Los cultivos con las cepas de Bacillus fueron llevada a las siguientes concentracion 1*108,
1*107, 1*10°, 1*10°, 1*10*, 1*10%y 1*10° UFC/mlI 5

-. Las placas con el patdgeno y las cepas de Bacillus, fueron mantenidas a 4° C por dos
horas, luego de lo cual, se pusieron a incubar a 25° C, observandose la presencia de halos de
inhibicién hasta 72 hrs. después de la inoculacion.

La medicién consistié en el didmetro del halo de inhibicion formado por cada cepa, en cada
una de las diluciones utilizadas, considerandose ademas como expresion de inhibicion, el
crecimiento libre del Bs. sobre el patégeno.

Cada combinacién cepa Bs. / bacteria patbgena con sus respectivas diluciones de Bs. tuvo 5
repeticiones, dejandose ademas placas control con solo el patdgeno y solo la cepa de
Bacillus. Al igual que en el ensayo anterior, éstos se repitieron totalmente dos veces. Ademas
para cada combinacién cepa de Bs. / bacteria fitopatogena, la CMI fue estimada,
seleccionandose las tres que presentaban el menor nivel. Finalmente, con estas cepas, se
repitié el Ensayo |, de manera de refrendar los resultados, incluyendo la mezcla de éstas, de
manera de determinar la posible existencia de una potenciaciéon de la actividad inhibitoria

(ensayo siguiente).
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4.2.3 Ensayos lll: Determinacién de la compatibilidad entre cepas nativas de Bs. para el
control de enfermedades.

Utilizando la misma metodologia que en el ensayo |, se evaluaron todas las mezclas de las
tres mejores cepas de Bs. por patbgeno y fueron comparadas en su inhibicion ¢con las cepas

individuales.

4.2.4 Ensayo IV: Determinaciéon de la capacidad de control de las cepas de Bacillus
spp, en base a competencia.

En base a observaciones del comportamiento in vitro de algunas cepas, se decidié realizar
este ensayo, pese a no estar en la metodologia original.

En placas Petri con agar nutriente, se realizo la siembra del patdgeno en estudio, en forma de
lineas paralelas, las que eran de 5,5 cm. de longitud, en un numero de cuatro por placa. En
forma perpendicular y en uno de los extremos de estas lineas, se realizo la siembra da las
cepas de Bacillus spp. también en forma de linea, luego de lo cual las placas fueron puestas
a incubacién a 26° C por 7 dias, luego de lo cual se procedié a medir tanto la inhibicion del
patdégeno, como el nivel de crecimiento que las cepas de Bacillus, eran capaces de realizar
sobre el patégeno, lo que se evaludé en forma del porcentaje de la linea de patdgeno cubierta
o inhibida por la cepa de Bacillus, para luego estos datos ser sometidos a un analisis de
varianza y a ser significativo a una test de separacion de medias. Se utilizaron 12 repeticiones

por tratamiento.

4.2.5 Ensayo V: Determinacion de la compatibilidad de cepas nativas de Bs. con
agroquimicos utilizados para el control de enfermedades.

Este ensayo consistid6 en determinar en primer lugar, en que porcentaje la poblacion de Bs.,
se veia afectada por la presencia de los bactericidas Oxicloruro de Cobre, Phyton y Citocur, y
segundo, si esta poblacion no era afectada en farma importante se determinaria su efecto
sobre la actividad inhibitoria de las mismas cepas en estudio.

Para este efecto, se utilizaron placas Petri con agar nutritivo, modificado con 500 pl/placa de
cada uno de los agroquimicos mencionados. Luego se procedié a sembrar cada placa con
300 ul de cada una de las cepas, provenientes de una suspensién diluida 1.000 veces de un
cultivo con 24 h de incubacién. La comparacion se realizd con la siembra de la misma
suspensién bacteriana en placas con medio de cultivo pero sin el agroquimico. De esta
forma, de las poblaciones resultantes fue posible estimar el efecto del agroquimico sobre la
cepa de Bs. Lo anterior fue logrado a las 24 h de incubacién, contabilizandose las unidades

formadoras de colonias (UFC) en cada placa.
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4.2.6 Ensayo VI: Desarrollo de tolerancia de cepas de Bs. a bactericidas de uso
agricola. £

Se ha trabajado en la generacién de variedades resistentes a la accién de compuestos
cupricos (Nordox) y antibi6ticos (Streptoplus), para lo que se han realizado cultivos in vitro en
medio agar nutriente, a los que se les ha agregado 1/8 de la concentracién recomendada
para su uso en campo de los bactericidas ya mencionados. Después de 72 hrs. se
seleccionan colonias puras, las que son cultivadas en AN con concentraciones crecientes de
estos compuestos. Después de la obtencidn de cepas resistentes a ¥4 de concentracion, se
toman las colonias resistentes a Nordox para ser cultivadas, en medio con 1/8 de la
concentracion de Streptoplus y asi sucesivamente, hasta obtener cepas resistentes a la dosis

completa de Nordox y Streptoplus.

4.3 Etapa lli: Evaluacién in vivo

4.3.1 Evaluacion in vivo de la capacidad biocontroladora de las cepas de Bs. efectivas
en cultivos de tomate, inoculados con las bacterias fitopatogenas Clavibacter
michiganense subsp. michiganense y Xanthomonas campestris pv. vesicatoria

En bolsas de 400 ml de capacidad, conteniendo sustrato de perlita, tierra de hoja y arena
(1:2:1), fueron transplantadas plantas de tomate var. Maria Italia con dos hojas verdaderas.
Un mes después del transplante, un grupo de plantas fue inoculada con Clavibacter
michiganense subsp. michiganense y otro con Xanthomonas campestris pv. vesicatona, a
una dosis de 60 ml/planta con una concentracién de 10° bacterias/ml. Cada grypo de plantas
fue sometido a una inoculacién manual, evaluandose la influencia de inocular con heridas, lo
cual fue simulado con una labor normal de desbrote para el caso de X. campestris y rotura de
tricomas superficiales para C. michiganense. Los tratamientos con Bs. fueron realizados
antes de la inoculaciéon y después de ésta, de manera de evaluar la actividad in vivo de las
cepas biocontroladoras. Las cepas de Bs. elegidas para el control de X. campestris,
correspondieron a la mezcla de las cepas 110-1, 102-3 y 107-1, siendo las dos primeras
provenientes del sector de Vilcun, Reserva Altos de Lircay y la restante, de una muestra de
suelo de un predio organico ubicado en Mallarauco. Para C. michiganense se evaluaron las
cepas 110-1, 102-3 y 40-1, esta ultima proveniente del sector del muelle en Constitucién. La
dosis de aplicacién fue de 60 ml/planta a una concentracién de 10° bacterias/ml, utilizandose
la misma proporcién para cada cepa biocontroladora. Los tratamientos de pre-inoculacién
fueron realizados 4 horas antes de la generacion de heridas e inoculacion del patdégeno, a
diferencia de los de post-inoculacion, los cuales fueron realizados 4 horas después. Los
ensayos se realizaron en forma independiente en los invernaderos de la Estacidon
Experimental Panguilemo de la Universidad de Talca, el cual estuvo programado para abrir
lucarnas a los 21° C, encender ventiladores a los 26° C y activar el sistema de frio a los 28°C.
Cada 3 dias se realizaron observaciones para detectar la presencia de sintomas y signos
para ambas enfermedades, realizandose el registro de su severidad a los 25 dias posterior a
la aplicacion de los tratamientos. Para C. michiganense las mediciones consistieron en el
porcentaje de foliolos marchitos sobre el total de foliolos de la planta. Para X. campestrs, se
registro la presencia de manchas necréticas en las hojas en relacion al total de hojas en la

planta.
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Los tratamientos para ambos ensayos fueron dispuestos en un diseiio de bloques completos
al azar con arreglo factorial 2 x 3, donde los factores fueron la forma de inoculacién (con o sin
heridas) y el momento de aplicacion del biocontrolador (sin, pre o post-inoculacian). De esta

forma, los tratamientos, cada uno con 12 repeticiones de 1 planta cada una, correspondieron

a.

T1: Control Inoculacién con heridas

T2: Control Inoculacién sin heridas

T3: Aplicacién pre-inoculacion con heridas
T4: Aplicacién pre-inoculacion sin heridas
T5: Aplicacion post-inoculacién con heridas
T6: Aplicacién post-inoculacion sin heridas

Adicionalmente, como controles negativos, se incluyeron los siguientes tratamientos, los
cuales tuvieron por objetivo verificar la validez de los ensayos:

TO: Sin inoculacién, sin heridas y sin aplicacion de los biocontroladores

T7: Sin inoculacion, sin heridas y con aplicacion de los biocontroladores

4.3.2 Evaluaciéon de metodologias de una mezcla de cepas de Bacillus spp. en el
control de Erwinia carotovora, en papa en almacenaje.

En este ensayo se evalud la actividad de la mezcla de las cepas 40, 102 y 110, en el control
de Erwinia carotovora, en papas Desiré (susceptible) en almacenaje. Para este ensayo se
utilizaron los siguientes tratamientos:

-. TO: Testigo con aplicacion de agua destilada estéril.

-. T1 Testigo con aplicacion de la mezcla de Bacillus.

-. T2 Inoculacion con Erwinia y posterior aplicacion de mezcla de Bacillus.

-.T3 Aplicacion de mezcla de Bacillus y posterior inoculaciéon con Erwinia. e

-. T4 Testigo con inoculacién con Erwinia.

La inoculacion se hizo primero, a través de la estimulacion de la abertura de las lenticelas, por
medio del acondicionamiento de las papas en condiciones de 100% de humedad relativa, y
segundo, aplicando una suspensién del patégeno, a una concentraciéon de 1x10° ufc/ml,
cubriendo completamente los tubérculos. Y

En los tratamientos con la mezcla de cepas de Bacillus, se aplicé una suspensiéon a una
concentracién de 1x10° UFC/ml, utilizando 600 ml de agua destilada estéril, de manera que la
aspersion cubriera completamente las papas.

Se dejaron igual nimero de papas testigo negativo, solamente tratadas con las cepas de
Bacillus, de manera de controlar algun efecto de éstas sobre los tubérculos. Del mismo modo
se dejaron igual niumero de papas s6lo mojadas con agua destilada estéril, de manera de
evaluar fielmente este efecto sobre las poblaciones naturales de la bacteria en ellas.

Una vez aplicado los tratamientos, se envolvié cada papa, en forma individual, con un film
plastico, de forma de favorecer las condiciones éptimas de infeccidon y de anaerabiosis. Luego
de esto, cada repeticion de 25 papas tratadas, fueron dispuestas en una malla de plastico en
una caja de cartén, siendo almacenadas en una bodega por 3 meses. En es momento, se

= o,
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realizé la evaluacion del numero de papas sintomaticas dafladas en relaciéon al numero de
papas totales. Los valores expresados en porcentaje fueron sometidos a un analisis de
varianza, sin embargo estos previamente fueron transformados a valores angulares, de
manera de cumplir con los supuestos de este analisis estadistico (P<0,05).
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4.4 Etapa IV: Ensayos en campo.

4.4.1 Evaluacion capacidad biocontroladora de una mezcla de Bacillus spp., para el control
de enfermedades bacterianas, en cultivos bajo plastico de tomate.

En la temporada 2003-2004, se instalaron 4 ensayos de campo con agricultores de Colin y
Nunpai, cuyos predios tenian historia de incidencia de Cancro y Peca bacteriana, por
desgracia, en ninguno de estos predios se desarrollo ninguna enfermedad, bacteriana por lo
que no fue posible evaluar el efecto de Bacillus a nivel de campo.

En la temporada 2004-2005, se opto por realizar ensayos y unidades de validacion en
invernadero s de Quillota, para lo que se tomo contacto con varios asesores, entre los cuales
Alejandro Diomuvic y Homero Cristhie, generaron los contactos y confianzas para instalar
ensayos con agricultores de esa zona. Asi en Quillota se instalaron 6 ensayos, de los cuales
solo dos pudieron ser evaluados, dado que después de las primeras aplicaciones de Bacillus,
en 4 de los predios, dados los resultados de las aplicaciones de Bacillus, sobre ataques de
peca bacteriana, los agricultores optaron por aplicar Bacillus en todo el predio, quedando asi
estos ensayos como unidades de validacion.

En la zona de Colin se instalaron dos ensayos, para evaluar el efecto curativo de Bacillus,
sobre Peca bacteriana, pudiendo ser evaluado solo uno de ellos, por las mismas razones.

Dada la nula incidencia de Cancro bacteriano, se realizo un cultivo de tomate, en los
invernaderos de la Universidad de Talca, los que se manejaron en la forma tradicional,
excepto por haber sido inoculados con Clavibacter michiganense subsp. michiganense.

o o
|

En todos los predios se utilizo la mezcla de Bacillus, Antumavida, Vilcun, Mallerauco vy
Maguellines 2. '

Ensayos Quillota

Predio Enrique Correa, sector Escuela de Caballeria Quillota.

Unidad experimental: 1 nave con 4 mesas de 2 hileras, Var. Fortaleza.

Predio Serafin Salazar, sector Quebrada del Aji, Boco.

Unidad experimental: 1 nave con 4 mesas de 2 hileras, Var. Fortaleza.

Los tratamientos consistieron en:

T1: Tratamiento tradicional del huerto, basado en aplicaciones periddicas de compuestos
cuapricos (Phyton) y antibiéticos (Streptoplus) cada 15 dias.

T2: Aplicacion de la mezcla de Bacillus cada 15 dias.

T3: Aplicacion de la mezcla de Bacillus, mas los bactericidas quimicos cada 15 dias.

Las mediciones, consisten en conteo de plantas con incidencia de enfermedades, con énfasis
en las de origen bacteriano. A fin de temporada, se seleccionaran 50 plantas de cada
repeticion, para medir parametros de vigor, como altura, biomasa aérea y seca y numero de
racimos alcanzados.

Cada tratamiento esta conformado por 3 repeticiones, cada una de las cuales se conforma
con una nave de 150 plantas.
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Predio Pablo Salazar, sector San Miguel Colin.

Este predio mostraba una alta incidencia y severidad de Pseudomonas en & naves y en
hileras aisladas de otros invernaderos, siendc 4 de estas naves asperjadas con Bacillus, una
con Streptoplus y una ultima con 3Tac | Beta. Dado que se inicio el ensayo en plantas de 1er
racimo, con practicamente la totalidad de estas con sintomas, la evaluacion consistio en las
plantas que presentaron 4° racimo con flores no afectadas y que lograron producir frutos.

Unidades de Validacion
En estas unidades, los agricultores, realizaron las primeras aplicaciones, segun los

tratamientos detallados anteriormente, pero al aparecer sintomas en los tratamientos
quimicos, optaron, por realizar aplicaciones curativas sobre las plantas que: iban mostrando
sintomas, las que después de 2 a 3 aplicaciones, mostraban las lesiones secas y se detenia
el avance de la enfermedad (figura 3).

Predio Agrotom, sector Camino San Isidro.

Unidad experimental sector temporada pasada con Pseudomonas: 1 nave con 3 mesas de 1
hileras, Var. Fortaleza.

Unidad experimental sector temporada pasada con Clavibacter. 1 nave con 3 mesas de 1
hileras, Var. Fortaleza.

Predio Carolina Marcoti, sector Escuela Militar Quillota.

Unidad experimental sector temporada pasada con Pseudomonas: 3 nave con 3 mesas de 1

hileras, Var. Fortaleza.
Unidad experimental sector temporada pasada con Xanthomonas: 1 nave con 3 mesas de 1

hileras, Var. Fortaleza.

Al momento de instalacion de esta unidad de validacion, existian 2 mesas con incidencia de
Pseudomonas.

Predio Felipe Riggeti, sector San Miguel Calin.

Unidad experimental sector temporada pasada con Clavibacter. 1 hilera, Var. Maria Italia.

En los predios siguientes, se inicio el tratamiento con plantas severamente afectadas, (con
dafos en 1° y 2° racimo de flores), donde se opto por aplicaciones curativas, dirigidas al las
lesiones y plantas aledafas, repitiéndose 3 veces. Después de la 3ra aplicacion, las plantas
afectadas mostraron una remision de los sintomas.

Predio Jer6nimo Morchio, sector La Capilla Boco Quillota.

Al momento de instalacién de esta unidad de validacion, existian 3 naves con incidencia
severa de Pseudomonas.

Predio Juan Hernandez, sector San Miguel Colin.

Al momento de instalacion de esta unidad de validacion, existian 2 naves con incidencia
severa de Pseudomonas, las que fueron arrancadas, pero en los invernaderos aledafnos se
presentaron sintomas, siendo en 2 de estas naves donde se aplica el Bacillus

4.4.2 Evaluacion capacidad biocontroladora de una mezcla de Bacillus spp., para el control
de enfermedades bacterianas, en cerezo.

Ensayo Agricola Trallay
Este ensayo se realizo en 2 temporadas seguidas en el mismo predio, durante la temporada

2004-2005, se utilizaron 50 arboles por tratamiento, lo que se aumento a 150 arboles por

tratamiento en la temporada 2005/2006.
Material Vegetal: Huerto de cerezos de 10 afos, ubicado en Colbun, VII Region.

Los tratamientos de este ensayo corresponden a:

« ¢ o
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‘Bacillus

Manejo del

Bacillus

huerto

+

| Streptoplus en floracion.

3 aplicaciones en caida de
hojas y después de cada
lluvia hasta brotacion. 12
aplicaciones totales

Tratamientos 1ra temporada 2da temporada

Manejo del Huerto Aplicacion de Nordox | Aplicacion de Nordox
200g/100 l (Oxido | 200g/100 I (Oxido
CUproso). Cuproso).

2 aplicaciones en caida de
hojas y después de cada
lluvia hasta brotacion (5
aplicaciones totales)
Streptoplus en floracion.

300 g/100 | de agua, 3
aplicaciones en caida de
hojas y después de cada
lluvia hasta brotaciéon. (12
Aplicaciones totales )
Streptoplus en floracion.
300 g/100 | de Bacillus +
Nordox 200g/100 | (Oxido
cuproso). De agua, 3
aplicaciones en caida de
hojas y después de cada
lluvia hasta brotacién. (12
aplicaciones totales)
Streptoplus en floracion.

300 g/100 | de agua, 2
aplicaciones en caida de
hojas y después de cada
lluvia hasta brotacion (5
totales).

Streptoplus en floracion.

Nordox 200g/100 | (Oxido
cuproso 2 aplicaciones en
caida de hojas y después
de cada lluvia hasta
brotacion (5 aplicaciones
totales). Y 10 dias después
3g/ litro de Bacillus (4
aplicaciones)

Streptoplus en floracion.

La evaluacion correspondi6 a la variacion de severidad de cada arbol y a la variacién en la
cantidad de arboles, en cada categoria. La primera medicion de severidad sirvié de punto
base, para las mediciones de las temporadas siguientes. La escala tiene un rango de 07a 10,
donde 0 es una arbol sano y 10 un arbol muerto, asi una variacién positiva en este valor
indica un aumento de la severidad, mientras que un valor negativo indica una mejora del

arbol.

En la temporada 2005/2006, después de la 3ra aplicacion de Bacillus, se tomaron muestras
de yemas, 12 muestras, cada una conformada por 5 yemas por cada repeticion y tratamiento,
adyacentes a cancros activos, las que fueron sembradas en medio B-King, para luego de 72
hrs. Determinar la incidencia de la enfermedad, por medio de la presencia de fluoresceina.

Ensayo El Colorado

En el huerto de Agricola Trallay, ubicado en la localidad del Colorado, se instalo un ensayo

similar al anterior, para el que se utilizo un huerto de 1 afio de plantacion, el que muestra

sintomas de infeccion por cancer bacterial.

Se estableci6é un disefio de bloques al azar, donde los bloques estan conformados por las

variedades. Existiendo un sector con la variedad Symphony sobre Majaleb y el segundo

sector con la variedad Sweet Herat sobre Merecier.

Tratamientos: Se establecieron los siguientes tratamientos:

e T1 Aplicacion de Bs. 10 dias posteriores a la aplicacion de Nordox. En dosis de 50 gr.
/100 I. de agua, a una concentracién de 10’ UFC/g.

e T2 Aplicacién de Nordox 200 g/100 I.

. @ -
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e« T3 Aplicacién de Nordox + la mezcla de Bacillus
Cada tratamiento consta de 3 repeticiones, cada una de las cuales conformada por una hilera
de 100 arboles cada una. La evaluacion se realizo de la misma forma que en el otro predio.

4.4.3 Evaluacion capacidad biocontroladora de una mezcla de Bacillus spp., para el control
de cancro bacteriano en tomate.

Dada la ausencia de incidencia de la enfermedad, tanto en los ensayos como en las unidades
de validacion, se opto por realicar un cultivo, de tomate var. Maria itaiia, en ios invernaderos
de ia Universidad de Taica, e que fue marnejado e ia jonmna tiadicionai, de ios agricuiiores de
Colin, con la Unica saivedad de la inoculacién con Clavibacter michiganense Subsp.
michiganense. Esta inoculacion se realizo en siembra, transpianta y primer desbrote.

Los tratamientos fueron los siguientes:

Control: Aplicacion de agua

Preventivo: Aplicacién de 3 g/l, 24 horas antes de desbrote. (1 aplicacion)

Curativo: Aplicaciéon de 3 g/l, 24 horas después de desbrote. (3 aplicaciones)

Quimico: Aplicacién Nordox cada 7 dias hasta floracién y luego Streptoplus después de cada

desbrote. (7 aplicaciones)
Quimico + Bs.: Igual anterior, pero aplicaciones de Cu y Ab + Bs. (7 aplicaciones)

Cada tratamiento consto de 4 repeticiones, cada una compuesta por 10 plantas.
Las mediciones comprendieron incidencia, numero de frutos por planta, peso de frutos y Kg.

de frutos por planta.
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4.5 Etapa V: Desarrollo sistema de produccién y transferencia

-4.5.1. Evaluacion de sustratos de produccion:
Se evaluaran los siguientes sustratos para produccién masiva en medio liquido
-. Agua
-. Agua + azlcar
. Jugo de tomate
. Jugo de pera
. Leche
. Caldo nutrtivo
. Caldo nutrtivo + 0,3 g/l MgSO,*7 H;O
.10 g/l peptona; 5 g/l Extracto de levadura; 10 g/t NaCl.
. 10.g/l peptona; 10 g/l dextrosa; 2 g/l extracto de levaduray 0,3 g/l MgSQ4*7 H.O
M4: Extracto de levadura 30 g, extracto de malta 30 g, peptona 50 g, dextrosa 50 g, MgSO4  x
7 H,0 5 g. completando 1.000 mi de agua.
M4 +came vegetal 15 g y leche de soya 50 g. .
M3: Peptona 50 g, dextrosa 50 g, extracto de levadura 30, leche de soya 50 g y MgSOsx 7
-GYS

Tubos de 15 ml con 6 mi de cada sustrato a evaluar, fueron inoculados con 100 pl de una
suspension bacteriana en fase de crecimiento activo a una concentracion de 1*10° bacteria/ml,
ajustada por camara de Neubauer. Luego se incubaron por 24 horas a 25,5 C. Nuevamente por
. camara de Neubauer y siembra de diluciones seriadas, se compararon las poblaciones logradas
en cada uno de los medios utilizados. Ademas, de cada uno de los cuitivos se tomaran 50 pi, con
los que se evalub la actividad de las cepas sobre los patogenos en estudio, siguiendo ia
metodologia del ensayo |. Cada tratamiento const6 de 10 repeticiones. Los datos poblacionales
fueron sometidos a un ANDEVA y a un test de separacion de medias de Tukey HSD (P<0,05).

4.5.2 Evaluacion de metodologias de estimulacion de esporulacibn de ia bacieria y secado
de ésta.

El cultivo de las cepas fue desarrollado en frascos de cultivo (boca ancha) de 350 mi con 100
mi de caldo nutriente, el que fue inoculado con 1 ml de una suspension de 1x10° ufc/ml, de un
cultivo puro de 24 horas de crecimiento (fase Log). Luego cada frasco fue puesto en agitacion
a 150 r.p.m a una temperatura de 23° C. Pasado los 7 dias, se tomo 1 ml de cada
tratamiento, el que fue evaluado por microscopia, para determinar el porcentaje de
esporulacion.

Para la estimulacion de esporulacién, se utilizaron los siguientes tratamientos:

-. T 0 Control, cultivo de siete dias.
-. T 1 Dilucién, al 5° dia se diluy6 el medio de cultivo en un 50%, agregando agua destilada esteril

y se continué con el cultivo por dos dias mas.
-. T 2 Temperatura, al 7° dia el cultivo fue sometido en forma progresiva a 80° C por 5 minutos.

Aplicados los tratamientos para esporulacién, se tom6 1 ml de cada frasco el que fue diluido
1:1.000 y tefiido con verde malaquita, de manera de estimar porcentaje de esporulacion. Para
medir poblacién, se tomé 1 ml de cada frasco y se diluy6 1:1.000, de donde se sembraron 500 i

AR o
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en placa Petri con AN, para luego ser incubado por 2 dias a 27° C, y contar su poblacién (n° de
colonias).

Cada uno de los tratamientos anteriores, fue sometido a los siguientes procesos de secado

-. S 1, secado al aire por 4 dias.

-. S 2, secado a 45° por periodos de 1 hora, con descansos de 30", 7 veces.

-. S 3, secado a 60° por periodos de 30 minutos con descansos de 30°, 7 veces.

Para tal propésito, parte del cultivo anterior (tratamientos de esporulacion) fue mezclado con
silice micronizado (como acarreador) en una proporcién de 20 gr. de silice por cada 15 ml de
cultivo, y luego sometido a los tratamientos de secado. Siete dias posterior al secado, se
tomd 1 gramo de cada cultivo, el que fue suspendido en 100 ml agua destilada estéril y diluido
1:1.000, para luego de esta dilucién tomar 0,5 ml, los que fueron sembrados en placas Petri,
con AN y puestos en incubacién a 27° C por 3 dias, de forma de realizar el conteo de

unidades formadoras de colonias.

Finalmente, el ensayo total tuvo un disefio completamente al azar con arreglo factorial 3 x 3,
donde los factores fueron método para estimular la esporulacion y meétodos de secado. Los
resultados fueron sometidos a un ANDEVA y posteriormente a un test de separacion de

medias (P<0,05).

4.5.3Determinacion de Temperatura optima de cultivo

4.5.4 Determinacién de pH inicial optimo de cultivo

Se estan probando 4 pH se evaluara rapidez de esporulacion y biomasa producuda

Los pH evaluados fueron: 6.0, 6.5 7.5 y 8.0 en cada temperatura se evaluaran todas las
cepas en dos medios, uno rico en nutrientes y uno pobre siendo el medio caldo nutriente y
gys respectivamente, los medios en que se evaluara ya que son los que preducen
esporulacién mas rapidamente y con una biomasa similar.

En botellas cada una con 50 ml de uno de los medios y pH se inoculo con una de las cepas
(Maguellines 2, Maguellines, Antumavida, Vilcun y Mallerauco), a los cinco dias se evalua por
medio de un frotis el estado de la bacteria si @sta esporulada o no, si es asi se procede a
realizar un conteo de biomasa por medio de diluciones y su posterior sembrado en placa y
conteo de las colonias que se forman as las 24 hrs. De sembrado.

Si no estan esporuladas se realizan frotis cada 3 dias hasta completar los 10-12 dias
aproximadamente.

4.5.7 Evaluacién de sustratos Inertes y forma de secado para almacenaje y formulacion

Los sistemas de secado evaluados, fueron iniciaimente dos, uno secado a temperatura ambiente
dentro de la cAmara de flujo laminar y el segundo en horno a 65°C.

En bandejas plasticas previamente desinfectadas, se colocaban 100 g de talco estéril con 100 ml
de la suspensién de Bacillus, después de homogenizar, se sometian a los tratamientos de
secado por 48 hrs. Pasado ese tiempo, las mezclas se guardaban en bolsas de papel, en
oscuridad a temperatura ambiente por 72 hrs. después de las cuales, se tomaban 3 g, los que se
suspendian en 1 litro de agua estéril, de esta solucion, se tomaba 1 ml para realizar conteo,
segun la metodologia ya explicada para este efecto y utilizando la metodologia del ensayo |, de la
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fase in vitro, se probaba la actividad sobre los patégenos, obteniéndose un promedio de actividad
sobre cada uno de estos.

Dado que los dos sistemas de secado se mostraron altamente ineficientes en cuanto a poblacion
final y actividad, del formulado final, se modifico el secado en horno, generando un sistema de
secado por capas. El que consistié en la adicion de 50 g del acarreador, al que se le asperjaban
350 ml de la suspension de Bacillus, luego se agregaban 50 g mas y se repetia el proceso por 4
veces. Una vez terminada la 5° capa la mezcla se colocaba en horno de secgdo a 80° C por 12
minutos. Continuandose con la metodologia ya detallada. Después de la evalyacion inicial, cada
muestra se guardo, realizandose conteos de poblacion y pruebas de actividad cada 3 meses hasta
completar 12 meses. Para este efecto se evaluaron los siguientes sustratos:

-. Silice micronizado

-. Talco

-. Zeolita
Cada tratamiento consto de 5 repeticiones, cada repeticion consistentes en un placa Petri.

Transferencia Sistema de Produccion.
La transferencia a Bio Insumos Nativa, a consistido en el inicio de una produccion a escala de

laboratorio de las cepas de Bacillus y el método de secado. Logrando ya haber realizado 3
producciones de cada una de las cepas en las dependencias de Nativa, logrando niveles de
concentracion y actividad, similares a los obtenidos en los laboratorios de la Universidad de
Talca.

Por su parte la empresa a adquirido un birreactor, el que en el corto plazo empezara la
produccién de las cepas a una escala semi industrial. o
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5 Actividades del Proyecto:

Obje. |Actividad | Descripcion Fecha |Fecha Observaciones
Espe. |N° progra |ejecucion
N° : mada
Global 8.1.1 Compra de equipo ¢ Dic/02 Dic/02 Los equipos estuvieron instalados y en
iNsSuUMos operacion a fines de Enero
821 8211 Recoleccion y Ene/03 Las aislaciones se terminaron en la fecha
aislacion de cepas estipulada, pero por el atraso en la
Bs. Abr/03 |instalacién de la camara de flujo y por la
alta cantidad de cepas recolectadas, se
termind en Abril la aislacién de los Bs.
8.2.1.2 | Recoleccion y aislacion Mar/03 Con la instalacion de la camara de flujo y de
patégenos Mar/03 incubacion, finalmente se pudo contar con
un cepario con las bacterias fitopatégenas
en estudio.
Global 8.1.2 Compra materiales e | Dic/03 Dic/03
insumos
8.2.1 8.2.1.3 | Ensayo laboratorio | | Abr/03 El atraso se debio a ia demora en la
(Cepas) Jun/03 |instalacion de la camara y al gran numero
de musestras a evaluar.
8.2.1.4 | Ensayo laboratorio Il | Jul/03 |Ago/03 Dado el atraso del ensayo |, se atrasaron
(Dosis) los ensayos de lab. consecutivos
8.2.1.5 Ensayo lli Dic/03 Este ensayo no estaba en la propuesta
(Compatibilidad entre original.
cepas) o
8.2.1.6 Ensayo IV Nov/03 | Dic/03
(Compatibilidad agro
quimicos)
822 8.2.1 Ensayo en cultivos | Dic/03 | Feb/04 La demora se debid a los retrasos iniciales df
con inoculacién optimizacién de las condiciones ambientales
. el mejor crecimiento
823 | 823.1 Seleccion de Dic/03 |Mar/04 |Se esper6 a tener resultados de ensayos
agricultores con inoculacion.
8.2.3.2 | Desarrollo de ensayo | Sep/05 |Ene/06 Se aplazo el periodo de ejecucion del
de Campo en Tomate. proyecto para poder completar 2
temporadas
8.2.3.3 | Desarrollo de ensayo | Sep/05 | Mar/06 Se aplazo el periodo de ejecucion del
de Campo en Ciruelo. proyecto para poder completar 2
B temporadas :
824 8241 Ensayos de Dic/03 Mar/05 Se aplazo el proyecto
produccion
8.242 Ensayos de extracciq Sep/05 | Mar/05 Se aplazo el periodo de ejecucion del
almacenaje proyecto para poder completar 12 meses de
almacenaje
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825 | 8251 | CharlaDivulgativa en | May/03 Oct/04 Presentacion en actividad organizada por
Seminario FIAy U. de Concepcion
Internacional de
Altermativas
Biorracionales al Uso
de Pesticidas
Exposicion en Ago/05 Presentacion en actividad organizada por
Simposio de Control FIA e INIA Quilamapu
Biologico INIA
Quilamapu
Exposicion en Ago/05 Organizada por AOOCH
Seminario “Insumos
para la Agricultura
Orgéanica”
Exposicion en Dic/05 Organizada por AOOCH
Seminario “Insumos
para la Agricultura
Organica”
8.2.52 Dia de campo Sep/03 | Jun/0S Reemplazo por reunion con asesores de
tomate en Quillota
Global | 8.1.3 Compra materiales e | DicO4 Dic/04
insumos
825 | 8253 Dia de campo Ene/04 | Oct/0S Reemplazo por reunion con asesores de
tomate en Colin
8254 Exposicion en XIV | Oct/04 Dic/04 Organizado por el Laboratorio de
Congreso Sociedad Fitopatologia de la Universidad de Taica
Chilena de
Fitopatologia
8255 Dia de campo Jul/04 Jul/05 Reemplazada por reunion con asesores de
tomate en Colin y Mayle
8.2.5.6 Dia de campo Nov/04 | Nov/05 Realizada en Colin con resultados de
ensayos de campo
826 | 8.26.1 | Elaboracion convenio | Dic/04 Jul/o4
con empresa
Global | 8.1.4 Compra materiales e | Jun/05 | Jun/05
iNSUMOos
825 | 82587 Dia de campo Ene/05 | Dic/05 | Charla de divulgacion, realizada en Chillan,
en conjunto con Bio Insumos Nativa Ltda.
8.2.5.8 | Exposicién congreso | Oct/05 Nov/05 Congreso de la SOCHIFIT Arica.
cientifica
8.2.5.8 Dia de campo Jul/05
8.2.5.10 Dia de campo Ago/05 | Abril/06 Jornada de finalizacion de proyecto
82511 Elaboracion e Oct/05 Abr/06
impresion boletin
divulgativo
826 | 826.2 Transferencia de Mar/05 | Abr/06

tecnologia de
produccion y
almacenaje.




GOBIERNO DE CHILE
FUNDACION PARA LA
INNOVACION AGRARIA

8.2.6.4 Inicio produccion Oct/05 Ene/05 Desde enero la empresa inicio a
comercial produccién, pero mientras no funcione el
biodigestor los volumenes producidos, se
estan destinando a promocién del producto.
Global 8.1.5 Elaboracion informe | Oct/05 | May/06 Por aplazamiento del proyecto

final
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6 Resultados del Proyecto:

6.1 Etapa |. Prospeccion

6.1.1 Recoleccion de cepas de Bacillus spp.

La recoleccion de muestras de suelo del lugar, hojarasca y material vegetal comprendio todas
las reservas vegetales de la Séptima Regién, ademas de huertos comerciales tanto organicos
como convencionales de manzano, ciruelo, cerezo, vifias, uva de mesa, hortalizas al aire libre
y de invernaderos y otras zonas detalladas en Anexo 1. Varias muestras fueron traidas
desde fuera de la regidn, aprovechando los viajes del equipo ejecutor del proyecto. Ademas,
en los lugares de dificil acceso y ubicacion, los lugares de muestreo fueron registrados con
GPS (Etrex, Garmin) para una futura recoleccion precisa del lugar.

Las muestras fueron repicadas entre 3 y 4 veces de forma de lograr cultivos puros de las
cepas de Bacillus, lograndose entre 3 y 4 cepas por muestra de suelo, por lo que se cuenta
con un cepario de 126 cepas. La identificacién de cepas a nivel de especie se realizara una
vez seleccionadas las cepas con mayor actividad. En esta fase del proyecto sélo se ha

llegado a nivel de género.

6.1.2.- Recoleccion de bacterias fitopatégenas

Las cepas de los patdgenos ya descritas, fueron repicadas y aimacenadas en medios
selectivos, tanto para su preservacion como para su utilizacion en los ensayos.

Cuadro 2 Cepas de Bacillus seleccionadas por su alta actividad frente a 4 bacterias

fitopatégenas. ~
Cepas Patégeno Especie Origen
Maguellines 2 | Clavibacter BreviBacillus | Constitucion
BT A .. |brevis | Muele
Vilcun Clavibacter, Xanthomonas, Bacillus sp. | Vilcun (Altos de
Pseudomonas Pseudomonas Lircay)
Antumavida Clavibacter, Erwinia, Xanthomonas, Bacillus Laguna Torca
| Pseudomonas e ¥ subtils | |
Maguellines Erwinia Bacillus sp. | Constitucion
- gl B T, L e . | Muelle _
Mallerauco Clavibacter, Xanthomonas y Bacillus sp. | Enladrillado
Pseudomonas

Erwinia
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6.2 Etapa ll: Evaluacion in vitro

Evaluacion de la capacidad inhibitoria in vitro de cepas nativas de Bs. para aislados de
Clavibacter michiganense subsp. michiganense; Pseudomonas syringae pv. syringae,
P.s. pv. tomato, Erwinia sp. y Xanthomonas campestris pv. vesicatoria.

6.2.1 Ensayo l. Para la evaluacion de la capacidad inhibitoria de los aislados de Bs., se
utiliz6 la siguiente metodologia:

Cada cepa fue evaluada para cada patégeno, determinandose aqueilas con actividad alta,
media, baja y nula, en relacion a la consistencia de halo de inhibicién en las repeticiones
efectuadas. De las 170 cepas evaluadas, 81 presentaron algun nivel de actividad inhibitoria
para alguno de los patégenos, lo que implicaria un alto porcentaje (47 %). En el Cuadro 3 se
muestran las cepas con actividad media a alta por patégeno. De su andlisis, se puede
observar que Xanthomonas campestris fue el patégeno que fue inhibido por un mayor
namero de cepas de Bs., mientras que Erwinia presento la situacion opuesta.

Cuadro 3 Cepas de Bs. colectadas desde distintos sectores de la VI Region. Se presenta
ademas su actividad presentada contra bacterias fitopatogenas.

Patbgeno | Cepas | Actividad | Origen

Xanthomonas 102-3 Alta Laguna Torca
8-1r Alta Panguilemo
8-2 Alta Panguilemo
8-2r Alta Panguilemo
8-3 2r Alta Panguilemo £
8-3'r Alta Panguilemo
9-3 Alta Panguilemo
9-3'r Alta Panguilemo
107-1 Alta Mallerauco
107-4 Alta Mallerauco
110-1 Alta Enladrillado
1111 Alta Enladrillado
40-1 Alta Muelle
46-1 Alta Constitucion
60-2 Alta Los Maitenes
61-4 Alta Queules
62-1 Alta Queules
64-13r Alta Queules
9-32r Alta Queules
nn5921-3 | Alta J Panguilemo

Clavibacter 8-3'r Media Panguilemo
9-3'r Media Panguilemo
103-3 Media Laguna torca
110-1 Media Enladrillado
113-1 | Media % Enladrillado
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1111 Media Enladrillado |
40-1 Media Muelle Constitucion
40-2 Media Muelle Constitucion
45-3 Media Los Maitenes
46-3r Media Los Maitenes
107-1 Media Mallerauco
. 102-3 Alta Laguna Torca
110-4 Alta Enladrillado
e [T D e T Alta | Enladrillado
Erwinia 102-2 Alta Laguna Torca
110-1 Alta Enladrillado
60-2 Media Queules
61-4 Alta Queules
83-3b Media infiernillo
39-3 Alta Muelle Constitucion
64-1r Alta Queules
73-23r Media Los Ruiles
834 Alta infiernillo
99-1r Alta laguna torca s
Pseudomonas 102-3 Alta Laguna Torca
3-2 Alta Panguilemo
8-2 Alta Panguilemo
9-3'r Alta Panguilemo
110-1 Alta Enladrnllado
107-1 Alta Mallerauco
31-3r Alta Sillaur
39-3 Alta Maule
40-1r Alta Muelle Constitueion
46-2 Alta Muelle Constitucion
61-4 Alta Queules
60-2 Alta Queules
83-a-1r Alta infiernillo
99-1r Lflta Laguna torca

En base a los resultados y tratando de dar una mayor representatividad a los lugares de
recoleccion las cepas seleccionadas por patogeno fueron, las indicadas en el cuadro 4.




S

>
GOBIERNO DE. CHILE
FUNDACION PARA [ A
INNOVACION AGRARIA

Cuadro 4. Cepas seleccionadas para cada uno de los patégenos en estudio.

Patégeno Cepas Origen
Clavibacter 40-1 Constitucién Muelle
107-1 Enladrillado
102-3 Laguna Torca
Serenade
110-1 Enladrillado
Xanthomonas 8-2 Panguilemo
102-3 Laguna Torca
107-1 Mallerauco
46-1 Constitucién
110-1 Enladrillado
61-4 Los Queules
DR, I e serenade 0
Erwinia 99-2 Laguna Torca
60-2 Los Queules
39-3 Constitucién Muelle
83-4 Infiernillo
102-2 Laguna Torca
k= L s e | serenade _ LI 8. R
Pseudomonas 46-1 Constituciéon
107-1 Mallerauco
8-2 Panguilemo
61-4 Los Queules
110-1 Enladrillado
102-3 Laguna Torca

6.2.2 Ensayo ll. Determinacion de las concentraciones minimas inhibitorias (CMI)de las

cepas con capacidad inhibitoria.

Este ensayo permitic determinar las mejores cepas de Bs. para continuar con los ensayos in
vivo, mostrando las cepas seleccionadas actividad inhibitoria a concentraciones tan bajas
como 1000 bacterias/ml. La seleccién de las cepas fue en base a la minima concentracion

inhibitoria (MCI). Esta informacion es presentada en el Cuadro 5

Cuadro 5 Concentraciones minimas inhibitorias (UFC/ml), alcanzadas por 5 cepas de Bacillus

spp. Sobre cuatro bacterias fitopatogenas.

Cepal/Patogeno

Clavibacter |Xanthomonas |Erwinia | Pseudomonas
'Maguellines 2 | 10° | 10° e e
Vilcun 10° 10 10° 10°
Antumavida  [10° |10t AN
Mallerauco 10° BRELS 10* 102 |
Maguellines | 10° ST AN L 10°
Serenade 10° W 10° LAl -
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Los datos mostrados indican, que Clavibacter fue el patdégeno mas dificil de controlar, ya que
fue el que tuvo la minima concentracion inhibitoria a una concentracion de 1*10° bacterias/ml.
Ademas es importante hacer notar que en todos los patégenos se repitieron las cepas
Mallerauco y Antumavida, demostrando su amplio rango de accioén, y también es destacable
que existian cepas especificas para cada patdgeno, lo que nos indicaria una gran diversidad
de cepas y métodos de control que poseen las especies de este genero.

Las cepas con mejor desempefio, se utilizaron en el ensayo lll, con el fin de determinar la

compatibilidad entre ellas.

6.2.3 Ensayos lll: Determinacion de la compatibilidad entre cepas nativas de Bs. para el
control de enfermedades.

Este ensayo nos permitié definir si las cepas seleccionadas, son capaces de actuar en
conjunto, permitiendo asi un rango de accién mucho mayor a la futura formulacion. En el
grafico 1 se aprecian los resultados de la combinacion de las distintas cepas.

En el caso de Xanthomonas la mezcla de las cepas Mallerauco/Antumavida/Vilcun fue la que
obtuvo el mejor resultado, evidenciando una sinergismo entre ellas. En el caso de
Pseudomonas, el mejor resultado lo dio la mezcla Vilcun/Antumavida, mostrando cierto
grado de incompatibilidad entre las cepas Vilcun y Mallerauco, ademas demuestra que la
principal accion esta dada por la cepa Vilcun.

8 N R
B Maguellines 2
BN Maguellines
e Antumavida
S Viicun

B Mallerauco
Em Mal.+ Vil
s Mal. + Antu. A
N Vil + Antu.

BN Mal + Antu. + Vil.
B Antu. + Mag.

I Mal. + Mag.

BB Mal. + Antu. + Mag.
Il Mag2 + Mal.

R Mag? + Antu.

R Mag? + Antu. + Mal.

6

Diametro de inhibicidn cm
o

RO

w

Patégenos
Grafico 1. Efecto inhibitorio de distintas mezclas de Bs. sobre 4 bactenasfitopatogenas.



GOBIERNO DE CHILE
FUNDACKIN PARA LA
INNOVACION AGRARIA

En el caso de Clavibacter, pese a que la combinacion Mallerauco/Antumavida/Maguellines
fue la mejor, no presenta diferencias significativas con la mezcla de Mallerauco y Antumavida,
considerandose esta la mas apropiada, dado que estas dos cepas combinadas cada una con
la Maguellines, presentan menor actividad que sin esta ultima cepa, la que parece tener un
efecto negativo sobre las primeras.

En el caso de Erwinia el mejor efecto se logro al combinar las tres cepas que son
Maguellines 2/Antumavida/ Mallerauco

6.2.4 Ensayo lll: Determinacion de la capacidad de control de las cepas de Bacillus spp,

en base a competencia.

En este ensayo, se aprecio un método de control de algunas cepas, que no ha sido descrito
en la literatura, como se ve en el cuadro 6, solo las cepas Vilcun y Mallerauco tienen esta
capacidad y solo sobre los patégenos Pseudomonas y Xanthomonas. Por su parte las cepas
Antumavida, Maguellines 2 y Maguellines solo mostraron efecto por inhibicion sobre los

patégenos.

Cuadro 6, efecto biocontrolador de las cepas de Bacillus spp, sobre los patégénos, mediante

inhibicion (1) y como competencia (C).

Clavibacte Xanthomona Pseudomona Erwini
Patégeno |1 3 S |s ARt
G
Cepa I mm Cmm [(Ilmm  |Cmm_ jImm mm |[Imm |Cmm
Maguelline ; 26.9
s2 Oe Oe Oe Oe Oe Oe |bc Oe
Maguelline
S 453 b Oe Oe ODe Oe Oe |Oe Oe
Antumavid
a 21.21cd (0e |7.5d __|0e 10.38d Oe |347b [De
67.01 35.5
Vilcun 158d |O0e |Oe |ab  |0e B c 314b 0e
56.6
Mallerauco | 15.69 d Oe Oe 182.22a (0e 2b |0e Oe

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

Los niveles mayores de inhibicion se alcanzaron a las 48 hrs. de incubacién, manteniéndose
hasta 30 dias después, el efecto de competencia logro su maximo a los 4 dias de incubacion.
Se tomo muestras con el asa de las zonas del patégeno colonizadas por las cepas, las que
fueron cultivadas en placas Petri con agar nutriente, observandose solo el crecimiento de las

cepas de Bacillus.

Estos resultados podrian explicar porque, las mezclas de cepas son mas efectivas, que cada
una en forma aislada, lo que estaria generando un sinergismo entre el efecto inhibitorio de
unas cepas y el efecto competitivo de otras. Desde el punto de vista de produccion de las
cepas, se facilita enormemente, ya que es mas facil realizar una formulacién de esporas, que
del antibiético purificado, ademasg este tipo de accion controladora, disminuye notoriamente la
probabilidad de surgimiento de resistencias. En cuanto a su accién en campo, si este
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mecanismo de competencia ocurriera, podria generar un efecto erradicador sobre los
patégenos afectados.

Figura 1: Efecto de competencia de 4 cepas de Bacillus, sobre Xanthomonas campestns pv.
vesicatoria.

6.2.5 Ensayo IV: Determinacion de la compatibilidad de cepas nativas de Bs. con
agroquimicos utilizados para el control de enfermedades.

En el Cuadro 7, se aprecian los porcentajes de disminucién de la poblacion de las cepas de
Bs., por accién de los agroquimicos evaluados. En general, todos presentan accion inhibitoria
sobre las cepas de Bs., siendo Citocur, el producto que presenta una tendencia menor de
actividad contra las cepas de Bs. en comparacién a Phyton y Oxicup.
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Cuadro 7 Porcentaje de inhibicién del crecimiento de cepas nativas de Bs. por accién de
bactericidas de uso agricola.

g:?as de | |nhibicién del crecimiento (%)*
Streptoplus Citocur Phyton Oxi- cup

g/laguellines 75.2 34.8¢ 100 100
Antumavida |8 99,9 a 97,2 100
Maguelines | /'3 65.8 b 100 100
Mallerauco |/ 76,3 b 100 100
Vileun 8,9 62,9 b 100 100
Significancia NS . NS

* P < 0,05, NS no significativo. Letras distintas en una columna indican diferencias
significativas entre las medias, segun test HSD (P<0,05)
® Porcentaje de inhibicién del crecimiento con respecto al testigo

6.2.6 Ensayo V: Desarrollo de tolerancia de cepas de Bs. a bactericidas de uso agricola.

Se han logrado obtener variantes resistentes de todas las cepas de Bacillus, tanto para
Nordox como para Streptoplus, en el cuadro 8 se detallan los niveles alcanzados para cada
cepa.

Cuadro 8. Tolerancia, expresada como fraccién de dosis comercia, de bactericidas de uso
agricola con cepas de Bacillus spp. Con bactericidas de uso

Cepa Nordox(N) | Streptoplus(S) | MezclaN+$§
Maguellines (40) % de concertacion % de concertacion % de Streptoplus y
- | comercial  |comercial | 1/8 Nordox
Maguellines 2 (39) % de concertacion % de concertacion Y de Streptoplus y
comercial | comercial 1/8 Nordox
Antumavida (102) % de concertacion % de concertacion Y de Streptoplus y
comercial comercial ¥s Nordox
Vileun (107) % de concertacién | % de concertacion 1/8 de Streptoplus y
~__comercial comercial 1/8 Nordox
Mallerauco (110) % de concertacion Y de concertacion % de Streptoplus y
s comercial comercial | 1/8Nordax |
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6.3 Etapa lll: Evaluacion in vivo

6.3.1 Evaluacion in vivo de la capacidad biocontroladora de las cepas de Bs. efectivas
en cultivos de tomate, inoculados con las bacterias fitopatégenas Clavibacter
michiganense subsp. michiganense y Xanthomonas campestris pv. vesicatoria

El Cuadro 9 indica el efecto de aplicaciones de Bs. sobre plantas de tomate inoculadas con la
bacteria fitopatégena. El porcentaje de foliolos afectados por la mancha bacteriana fue
significativamente mayor en los testigos inoculados en relacibn a los tratamientos que
incluyeron aplicaciones de Bs. Lo anterior confirma la efectividad de las cepas de Bs. en el
biocontrol de la bacteria X. campestris en tomate.

Cuadro 9 Disminucién porcentual de la enfermedad causada por Xanthomonas campestns
pv. vesicatoria expresado como porcentaje de foliolos sanos y su severidad en tomate por
efecto de aplicaciones de una mezcla de cepas nativas de Bacillus spp. en condiciones
controladas de invernadero

Tratamientos z)ezezr)l:iad ::Zrolos sanos
' T1: Control
Inoculado + 19a 147 c
heridas - PR
T2: Control
Inoculado sin 1,6 ab 39,0 bc
heridas. i S L.
T3: Aplicacién Bs. o
pre-inoculacién con | 0,1d 93,6 a
heridas o
T4: Aplicacion Bs.
pre-inoculacién sin | 0,2 cd 99,5 a
‘heridas. = | -
T5: Aplicacion Bs.
post-inoculacion 13b 58,0b
con heridas.
T6: Aplicacion Bs.
post-inoculaciéon 07c 89,9 a
_sin heridas et i, T b
Significancia . ¥
s SN

Letras distintas en una columna indican diferencias significativas entre las medias, segin test
HSD (P<0,05)
* (de 0 a 2, siendo 0 sin sintomas)

La influencia de conferir heridas en la inoculacién y el momento de aplicacion de la mezcla de
cepas de Bs. fueron altamente significativas (P=0,0002 y P<0,001 respectivamente). Sin
embargo, la interaccién entre ambos factores no lo fue.

. ¢ 7
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Los resultados indicaron que un mayor porcentaje de foliolos sanos se lograban al aplicar las
cepas de Bs. previo a la inoculacion, sugiriendo que éstas deben estar presentes antes que la
bacteria llegue a las plantas de tomate (Cuadro 10). Del mismo modo, la inoculacion de la
bacteria fitopatogena se vio favorecida cuando se practicaron heridas en las plantas
(desbrote), encontrandose un porcentaje significativamente mayor de foliolos afectados en
estos tratamientos que en aquellos sin heridas (Cuadro 11).

Cuadro 10 Disminucién porcentual de la enfermedad causada por Xanthomonas campestns
pv vesicatoria expresado como porcentaje de foliolos sanos en tomate por efecto de
aplicaciones en pre y post inoculacién de una mezcla de cepas nativas de Bacillus spp. en
condiciones controladas de invernadero.

Momento de Foliolos sanos
aplicacién (%) S O
Pre-inoculacién 96, 6 a

Post-Inoculaciéon 739b

Sin aplicacion

Significancia

269 c

LA

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

Cuadro 11 Disminucién porcentual de la enfermedad causada por Xanthomonas campestris
pv vesicatoria expresado como porcentaje de foliolos sanos por efecto de aplicaciones de
una mezcla de cepas nativas de Bacillus spp. en tomate inoculado con y sin heridas.

Presencia de Heridas i°"°|°s sanos

Con heridas 554 b

Sin Heridas 76.3 a

Significancia *x .

Letras distintas en una columna indican diferencias s?éhTﬁcativas entre las medias, segun test
HSD (P<0,05)

Para los valores de severidad estimados, se cuantifico la misma tendencia anterior, en donde
la severidad de la enfermedad fue significativarnente menor en aquellos tratamientos que
recibieron las cepas de Bs. previo a la inoculacion y cuando ésta fue practicada sin heridas

(Cuadros 12y 13).
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Cuadro 12 Severidad de la enfermedad causada por Xanthomonas campestris pv vesicatona,
en un cultivo de tomate, bajo distintos tratamientos de una mezcla de cepas nativas de
Bacillus spp., asociado al momento de aplicacion.

:ﬁ;;"r::gitgnde Severidadm_m E
Pre-Inoculacién 0,2c

Post-Inoculacion 1,0b

Sin aplicacion 1,8a :

Significancia e BEE M _;

La severidad se mide de 0 a 2, donde severidad 0 indica ausencia de sintomas
Letras distintas en una columna indican diferencias significativas entre las medias, segun test

HSD (P<0,05)

Cuadro 13 Severidad de la enfermedad causada por Xanthomonas campestrnis pv vesicatona,
en un cultivo de tomate, bajo distintos tratamientos de una mezcla de Bacillus spp, asociado

la presencia de heridas.

Heridas Severidad

Presencia 12a

i 7T M« F TN LR /
Significancia - ro AL o R _

Letras distintas en una columna indican diferencias significativas entre las medias, segun test
HSD (P<0,05)
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Clavibacter michiganense subsp. michiganense

El Cuadro 14 indica el efecto de aplicaciones de Bs. sobre plantas de tomate inoculadas con
C. michiganense. El porcentaje de foliolos afectados por la marchitez fue significativamente
mayor en los testigos inoculados en relacion a los tratamientos que incluyeron aplicaciones de
Bs. Lo anterior confirma la efectividad de las cepas de Bs. en el biocontrol de la bacteria C.

michiganense en tomate.

Cuadro 14 Disminucién porcentual de la enfermedad causada por Clavibacter michiganense
subsp. michiganense expresado como porcentaje de foliolos sanos en tomate por efecto de
aplicaciones de una mezcla de cepas nativas de Bacillus spp. en condiciones controladas de

invernadero

Tratamientos :-;Z;iolos ganoe

T1: Control
Inoculado + 6,4b
heridas
T2: Control
Inoculado sin | 22,2 ¢
heridas.

T3: Aplicacion Bs.
pre-inoculacion con
heridas

T4: Aplicacion Bs.
pre-inoculacién sin | 62,5 a G
heridas.

T5: Aplicacion Bs.
post-inoculacion 64,6 a

con heridas. g I
T6: Aplicacion Bs. v
post-inoculacion 799 a

sin heridas

269D

o

Significancia

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

Los factores presencia de heridas y momento de aplicacion de la mezcla de cepas
fueron altamente significativas (P < 0,001 y P=0,000059 respectivamente). La interaccion
entre ambos factores no tuvo ningin efecto. Los resultados indicaron que un mayor
porcentaje de foliolos sanos se lograban ai aplicar las cepas de Bs. despues de la
inoculacién, sugiriendo que éstas pueden ser aplicadas después que la bacteria tome
contacto con las plantas de tomate (Cuadro 15). Del mismo modo, la inoculacion de la
bacteria fitopatdgena se vio favorecida cuando se practicaron heridas en las plantas
(quebradura de tricomas superficiales de las hojas), encontrdndose un porcentaje

« ¢ P
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significativamente mayor de foliolos afectados en estos tratamientos que en aquellos sin
heridas (Cuadro 15).

Cuadro 15 Disminucién porcentual de la enfermedad causada por Clavibacter michoganense
subsp. michiganense expresado como porcentaje de foliolos sanos en tomate por efecto de
aplicaciones en pre y post inoculacién de una mezcla de cepas nativas de Bacillus spp. en

condiciones controladas de invernadero.

Momento de _FFoliolos sanos

aplicacioén (%)

Pre-Inoculacion 447 b

Post-Inoculaciéon 72,2 a 4
Sin aplicacion 143 ¢

Significancia .

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

Cuadro 16 Disminucién porcentual de la enfermedad causada por Clavibacter michoganense
subsp. michiganense expresado como porcentaje de foliolos sanos por efecto de aplicaciones
de una mezcla de cepas nativas de Bacillus spp. en tomate inoculado con y sin heridas.

Presencia de Heridas Fiollolos b
et . - AR P -
Con heridas 32,7b
Sin Heridas 549 a
SERSRENSESRAR) NS PSR Sge——— PRRRNP—
Significancia '

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

6.3.2 Evaluacion de metodologias de una mezcla de cepas de Bacillus spp. en el
control de Erwinia carotovora, en papa en almacenaje.

Después de 90 dias de almacenaje, los tratamientos fueron evaluados a través de la
determinacién del porcentaje de papas dafiadas por Erwinia, considerandose dafhada
cualquier tubérculo con pudricién acuosa maloliente. En el grafico 2 se aprecia el efecto de los
tratamientos utilizados, siendo la inoculacion con Erwinia efectiva en causar pudricion de
tubérculos, lo que demostré la significativa efectividad del tratamiento preventivo de Bacillus
(T3). Este fue similar al efecto que tuvieron papas sin inocular y mojadas (T0) o tratadas sélo
con Bacillus (T1). De los datos se desprende que Bacillus no seria tan efectivo al ser
empleado como tratamiento curativo (T2), ya que éstos fueron similares al testigo inoculado

con Erwinia solamente (T4).
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Grafico 2. Incidencia de papas podridas por Erwinia carotovora, tratadas con y sin Bacillus

spp.
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6.4 Etapa IV: Ensayos en campo.
6.4.1 Evaluacion capacidad biocontroladora de una mezcla de Bacillus spp., para el control
de enfermedades bacterianas, en cultivos bajo plastico de tomate.
Predio Enrique Correa, sector Escuela de Caballeria Quillota.
En este ensayo no se han detectado sintomas de enfermedades bacterianas, pero si se
registro un ataque de Phythophtora infestans, siendo posible cuantificar un efecto controlador
de la mezcla de Bacillus, 1a que logro un efecto significativo en el control de esta enfermedad,

en relacién a los manejos del predio.

Incidencia de P. infestans %
N &

Manejo Quimico Bacillus Bacillus + Quimico

Tratamientos
Grafico 3 Grafico 3 Incidencia de Phytophthora infestans, en plantas de tomate bajoplastico,

tratadas con Bacillus spp.

Predio Serafin Salazar, sector Quebrada del Aji, Boco.

En este predio se detecto el ataque de Pseudomonas syringae pv. tomato, siendo posible
medir el efecto de Bacillus sobre el patdgeno, el que como se aprecia en el grafico 4 es
estadisticamente superior al obtenido por los tratamientos de compuestos cupricos y
Streptoplus, pero no diferenciandose de la mezcla de Bacillus con los compuesto quimicos,
pero dado el nivel de efectividad de Bacillus solo, se hace innecesario la aplicacion de la

mezcla.
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12
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Incidencia de P. syringae pv syringae %
o

01— —_—
Manejo Quimico Bacillus Bacillus + Quimico

Tratamientos
Grafico 4, Incidencia de P. syringae pv. tomato, en un cultivo de tomate, bajo tres
tratamientos de control.

Predio Pablo Salazar, sector San Miguel Colin.
En este predio, como se dijo anteriormente, se iniciaron los ensayos con practicamente la

totalidad de las plantas afectadas, lo que evito que se pudieran realizar mediciones de
incidencia, ademas al existir una alta diversidad de sintomas y severidad de estos, tampoco
se pudo evaluar el efecto sobre la severidad. Pero si se puedo evaluar la cantidad de plantas
que logro llegar a 4° racimo con flores, cuaja y frutos. Como se ve en el grafico 5, el
tratamiento con Bacillus, logro que sobre el 60% de las plantas alcanzaran 4° racimo,
significativamente superior a los otros tratamientos, los cuales no superaron el 32%, manejo

quimico y 20%, 3 Tac | Beta ®

M — e = = s

Planta con 4° Racimo %

20

Manejo Quimico Bacilius Tntac | Beta
Tratamientos
Grafico 5, Porcentaje de plantas afectadas por peca bacteriana que alcanzo 4° racimo, bajo
tres tratamientos de control.
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6.4.2 Evaluacion capacidad biocontroladora de una mezcla de Bacillus spp., para el
control de enfermedades bacterianas, en cerezo.

En el grafico 6 se muestran los resultados de estas dos temporadas y el efecto acumulado de
cada uno de los tratamientos, apreciandose que solo el tratamiento con Bacillus logro una
disminucién significativa en la severidad de ataque, mientras que la combinacidn de Bacillus
con el manejo del huerto, solo logro evitar un aumento de severidad y finaimente el manejo
de predio, mostré un aumento del dafio generado por la enfermedad.

En cuanto a nimero de arboles por categoria de severidad, vemos en el grafico 7, el
tratamiento con Bacillus, logros disminuir la cantidad de arboles, dentro de las categorias 2, 3
y 4 y aumento la cantidad de arboles en la categoria 1, que son arboles sanos. Indicando que
el tratamiento con este biocontrolador solo es efectivo en arboles con severidad media a leve,
es decir arboles, con cancros activos y ramillas muertas, pero sin presentar aun ramas
completas muertas. En las categorias con severidad alta a muy severa, solo logro evitar un
aumento de arboles afectados, pero no una recuperacion (Grafico 7).
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Tratamientos

BN TEMPORADA 2004/2005
I TEMPORADA 2005/2006
s ACUMULADO

Grafico 6, Variacion /e—ﬁms;\'/eﬁdad dedaho en'cerezos, ocasionado por Pseudomonas
syringae pv. syringae. , con distintos tratamientos en base a Bacillus. y bactericida cuprico.

Por ultimo, dada la condicién sistémica y estacional de la enfermedad, para poder determinar,
que la disminucién de severidad, se debia a un efecto directo de Bacillus sobre el patégeno,
se realizaron mediciones de poblaciones del patégenos en yemas de arboles, de los distintos
tratamientos, observandose una disminucion en la incidencia de P. synngae, en los arboles

tratados con Bacillus. (Grafico 8)
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Grafico 7 Porcentaje de arboles, segun categorias de severidad (0 sano, 10 muerto) de daiio
por de céancer bacterial en cerezo, tratados con una mezcla de Bacillus y compuestos

cupricos y la mezcla de estos. .

Maneyo Quimco Bacthus Bactlius + Quimco

8
|

incdencia de P. syringae pv. syringae en yemas %
&

Tratamientos

Grafico 8 Incidencia de Pseudomonas syringae pv. syringae, en yemas de cerezo, tratadas
con Bacillus.
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4.4.3 Evaluaciéon capacidad biocontroladora de una mezcla de Bacillus spp., para el
control de cancro bacteriano en tomate.

Los resultados del ensayo indican que el mejor tratamiento en cuanto incidencia fue el
manejo curativo, junto con el Quimico mas Bacillus y el preventivo, sin diferencias
significativas entre ellos y con estadisticamente distintos al manejo quimico y al control sin
aplicaciones. (Grafico 9). En cuanto al numero de frutos por planta, solo el control curativo
tuvo diferencias significativas con el testigo (Grafico 10), en cuanto a peso de frutos y Kg. de
frutos por planta, solo los tratamientos curativo y preventivo mostraron un efecto superior al
control Gréaficos 11 y 12. El mejor efecto del control curativo sobre el preventivo, se explicaria
por el mayor numero de aplicaciones en el manejo curativo (3 contra 1) y ademas por la
actividad de competencia que presenta Bacillus, lo que en base a los ensayos in vitro de
competencia, indicaria que Bacillus se ve estimulado por la presencia del patbgeno, a
desarrollarse mas rapido y abundantemente. El manejo preventivo pese a que presento una
incidencia mayor a la del curativo, estas no fueron estadisticamente distintas. En cuanto a
rendimiento no existieron diferencias entre una sola aplicacion preventiva y 3 curativas, lo que
comparado a los manejos quimicos, nos muestra que Bacillus presenta un control altamente
eficiente sobre cancro bacteriano, en ausencia de aplicaciones de compuesto s cupricos y
antibiéticos, los que limitarian su accionar.

50
40 -4
o

R 304
(3]
©
[ =4
-§ m-

10 4

0 -4
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Tratamientos
Grafico 9 Incidencia de Cancro bacteriano en tomate, tratadas con Bacillus.
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Grafico 10 Frutos por plantas, inoculadas con Cancro bacteriano en tomate y tratadas con

ll

Bacillus.
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Control Preventivo  Curativo

Tratamientos

Contro! Preventivo Curativo

Tratamientos
Grafico 11 Peso/Fruto por plantas, inoculadas con Cancro bacteriano en tomate y tratadas

Quimico Quimico + Bs

Quimico  Quimico + Bs
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Frutos/planta

Control Preventivo  Curativo Quimico Quimico + Bs

Tratamientos
Grafico 12 Kg. de Frutos por plantas, inoculadas con Cancro bacteriano en tomate y tratadas

con Bacillus.



h S

: GOBIERNO DE CHILE
FUNDACKON PARA LA
INNOVACION AGRARIA

6.5 Etapa V: Desarrollo sistema de produccién y transferencia

6.5.1. Evaluacion de sustratos:

Como se ve en el cuadro 17, ninguno de los medios modificados fue capaz de superar
estadisticamente, el rendimiento de del caldo nutritivos, pero a que algunos lograron buenos
niveles de produccién como los medios 7 al 10, por otra parte estos medios, fueron capaces de
mantener un buen nivel de actividad, a concentraciones iguales.
eleccién de medios de cultivo, 7,8, 9 y 10 estaria dada por el tiempo de cultivo, que se logra

cuando sobre el 80% de las células han formado endospora y el costo.

Por lo que la decision de

En el cuadro 18 se ven los dias de cultivo a 80% de esporulacion, donde el medio GYS, es el que
logra el menor tiempo, con solo 5 dias en promedio, a diferencia de los otros medios, donde solo

algunas cepas lograban la esporulacion en ese tiempo.

Cuadro 17. Poblacién y actividad inhibitoria de cepas de Bacillus spp. Producidos en distintos
medios de cultivo.

Actividad
Poblacién inhibitoria
Medio de
cultivo | Composicion (bact/ml) (cm.)
1 Agua 2,5x10°d 0,3 be
2 Agua + azUcar 1,2x10°¢c 1,6 bc
3 Jugo de tomate 5x 10 cd 2,4bc
4 Jugo de pera 0,2 x 10*de 0c
5 Leche 3,5x10°b 0.8 bc
6 Caldo nutritivo 9,5 x 10% ab 35a
. Caldo nutritivo + 0,3 gl MgS0,*7 HO 4,1*10%°a 3.2a
8 10 g/l peptona; 5 g/l Extracto de
levadura; 10 g/l NaCl (PMB) 26*10°a 32a
9 Leche peptonizada 24*10% a 3,6a
10 GYS 9*10°a 35a
11 M3 56e6b 26b
12 M4 2,6e7b 28b
Significancia - -

Letras distintas en una columna indican diferencias significativas entre las medias, segun test
HSD (P<0,05)
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Cuadro 18. Dias de cultivo a 80% de esporulacion, de 4 cepas Bacillus spp y una cepas de
Brevibacillus brevis. Cultivado en 4 medios distintos.

Cepa /Medio PMB GYS CN M4
Maguellines2 | 8 4 12a 3 24
Maguellines 8 5 5b 10
Antumavida 8 4 10 a 18
Vilcun 5 4 10 a 24
Mallerauco 8 4 12 a 18
| Significancia ns ns - Ns

Letras distintas en una columna indican diferencias significativas entre las medias, segun test
HSD (P<0,05)
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6.5.3 Evaluacion de metodologias de estimulacion de esporulacion de la bacteria y secado
de ésta.

En los siguientes ensayos se entrega el promedio de las 5 cepas, dado que no se encontraron
diferencias significativas entre ellas.

De la primera parte del ensayo, se obtuvo la mayor poblacion de esporas viables al diluir a la
mitad el medio de cultivo (Cuadro 19), sin embargo, el mayor porcentaje de esparas se logrd
con una temperatura de 80° C. Al evaluar la poblacién final de esporas, podemos observar
que la dilucién, es el método que genera la mayor cantidad de esporas viables.

Cuadro 19 Porcentaje de esporas y numero de esporas viables, después de 3 tratamientos
para inducir esporulacién, en una cepa de Bacillus spp

Esporas viables /ml

Esporulacion (%) o< de secado

Tratamientos

Cultvo7dias 728 ¢ 2.53x10°b
Dilucién .t Bee b o - 191X 10" a
80°C 922 a 3.46x 10%c

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

La interaccién de los dos factores, esporulacién y secado, no fue significativa, indicando que
solo el factor esporulacién fue significativo para el tratamiento de dilucion, lograndose los
mayores niveles de poblacion. 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 dilucion, arrojaria la
mayor poblacién de la cepa, pese a lo cual es bastante bajo en comparacion a la cantidad de
UFC iniciales. Por lo tanto, es necesario seguir evaluando procesos de secado. o

Cuadro 20 Porcentaje de supervivencia y UFC/gr. de Bacillus spp., bajo distintos sistemas de
estimulacion de esporulacion y secado.

Método Método Supervivencia U.F.CJg
esporulacion secado (%) =e

cultivo 7 dias aire 0.06 52x10°

cultivo 7 dias Estufa 45° 0.03 2.3 x10°
cultivo7dias ~ H 50° 004  30x10°
Dilucién _ _are 001 89 x10°
Dilucién Estufa45° 082 52 x10°
Dilucién  H50° 001 LAGeNE
80° C aire 0.34 3.9 x10°

80°C ~ Estufad4s® 006 = 72x 10%

80°C __HS50° 0.06 1o x10°

Letras distintas en una columna indican diferencias significativas entre las medias, segun test
HSD (P<0,05)
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6.5.5 Determinaciéon de Temperatura optima de cultivo
En el cuadro 21 se puede apreciar que la mejor temperatura con el medio CN se encuentra
entre 25y 30 °C, lo que concuerda con los resultados obtenidos con el medio GYS (cuadro

22).

Cuadro 21. Dias de inoculacién a esporulacion, en cada una de las distintas cepas a distinta

| Cepal T° 20 A B 30 | 45 50
Maguellines 2 15 8 10 12 15
Maguellines 15 12 10 12 15
~ Antumavida 8% - _ o cBERL. 15 15
LT DR N ] S— 121 = A0 12 15
Mallerauco BE T DS 1 I 15 15

Cuadro 22. Dias de inoculacién a esporulacién, en cada una de las distintas cepas a distinta

Temperatura en medio GYS (Glucose Yeast Salt

 Cepa‘r 0 20 | 26 . 030 1 46 L 0L
Maguellines2 | 12| 6] 4 12 12
Maguellines TR - B . ) R 12 12
Antumavida 12 5 4 12 12
Vilcun > =T e 4] 12 12
Mallerauco AL 5 5f =~ 4| 15 12

Como se aprecia en los cuadios 23 y 24 la temperatura a la que mejor crecen las c’e'pas es
cercana a los 30° C, para ambos medios, notandose un mejor crecimiento en el medio GYS.

Cuadro 23. UFC/ml, en cada una de las distintas cepas a distintas T° en medio GYS.
T°/Cepa 7_fM,_agt_1_e_llj_r]¢_a_s.2_7 ‘Maguellines | Antumavida | Vvilcun | Mallerauco
20 63510°b | 189*107a| 206"10’b| 256*10'b| 86510° bc
25 800°10°b | 2.39*10"a| 2.38'10'b| 3.08*10'b| 152*10" b
30 404*10°a| 4.1010°a| 6.70*10%a 1.37*10%a| 8.00*10° a
45 3.05*10°b | 261*10°b 1.87*10°c | 9.00*10°c | 2.15*10° ¢
50 1.05*10°b | 1.85*10°b 9.65*10° c 6.35*10°c | 1.84*10° ¢

Letras distintas en una columna indican diferencias significativas entre las medias, segun test
HSD (P<0,05)
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Cuadro 24. UFC/ml, en cada una de las distintas cepas a distintas T° en medio Caldo

Nutriente
T°/Cepa Maguellines | Maguellines | Antumavida | Vilcun Mallerauco
2
20 3.85*10’ b 5.35*10°b 7.63*10°b 4.89*10°b 2.35*10" ab
25 423*10'b | 5.50*10°b 8.00*10°b 5.50*10°b 2.76*10' b
30 9.70*10’ a 6.70*10’ a 1.90*10’a 1.02*10%a 1.81*10" a
45 2.85*10°c 4.86*10°b 1.45*10°c 9.13*10°b 1.83*10° ¢
50 2.05*10°c 2.64*10°b 1.07*10°c 9.03*10°b 1.15*10° ¢

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

6.5.6 Determinacién de pH inicial optimo de cultivo
Como se observa en los cuadros 25 y 26 la esporulacion se obtiene mas rapidamente con pH

cercanos al neutro (pH 7.0)

Cuadro 25. Dias de inoculacién a esporulacion, en cada una de las distintas cepas a distintos
pH en medio Caldo Nutriente.

Cepal/ pH 80 88 | 15 8.0
Maguellines 2 15 PoRn 5 BN 10 12
Maguellines 15 10 10 12
Antumavida 15 6 8 15
M S R DR ) BT ) R
| Mallerauco | 15| 12| ok | ) EER |

Cuadro 26. Dias de inoculacién a esporulacion, en cada una de las distintas cepas a distintos
pH en medio GYS (Glucose Yeast Salt)

Cepa / pH 6.0 6.5 1.5 8.0
Maguellines 2 B e L 42
“Maguellnes | 12| 5/ 5/ 12
Antumavida 12 8 5 12
Vilcun 12 5 5 12
Mallerauco 12 5 5 15

Como se aprecia en los cuadros 27 y 28 el pH al que mejor crecen las cepas es cercano pH
Neutro entre 6.5 y 7.5 observandose mejores resultados en pH 7.5 en ambos medios.

Cuadro 27. UFC/ml, en cada una de las distintas cepas a distintos pH en medio GYS .

pH/ Cepa | Maguellines | Maguellines Antumavida | Vilcun Mallerauco
2

6.0 68510°c | 2.89*10°b | 2.23*10°a | 2.89*10’b__ | 8.66*10°¢c

6.5 80710’ b |3.39°10’a | 6.83*10'b | 3.08*10’b | 6.52*10'b

75  |4.26*10°a 4.15'10’a | 6.70*10°a | 1.37*10°a 8.00*10"a

80 | 3.0510°c |361°10°b | 1.87*10°c  [9.01"10%c | 275"10°c
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Letras distintas en una columna indican diferencias significativas entre las medias, segun test
HSD (P<0,05)

Cuadro 28. UFC/mI, en cada una de las distintas cepas a distintos pH en medio Caldo
Nutriente

pH/ Cepa Maguellines | Maguellines | Antumavida | Vilcun Mallerauco

' 2
6.0 2.96*10°c | 4.64*10°b [ 6.73*10°bc 3.61*10°b 1.86*10°c
6.5 562*10'b | 5.50*10°b | 8.16*10°b 5.30*10°b | 5.76*10'b
7.5 | 9.86*10’a | 6.53*10’a | 2.93*10’a 1.82*10°a| 7.68*10’a
8.0 3.65"10°c | 4.94*10°b [ 1.78*10°c | 7.95*10°b| 1.65*10°c

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

6.5.7 Evaluaci¢n de sustratos inertes y forma de secado para almacenaje y formulacion

El método de secado por capas, se mostré notoriamente superior, a los dos métodos alternativos,
lagrando niveles de eficiencia del 95%, en la mayoria de las cepas y sin afectar la eficacia de las
cepas al momento de controlar los patdégenos., esto independientemente de la cepa evaluada

(Cuadro 23), esto por un periodo de 12 meses.

Cuadro 23 Porcentaje de supervivencia y actividad de Bacillus spp., bajo distintos sistemas
de secado después de 12 meses de almacenaje.

Cepa Secado % UFC/gr. | % Actividad
. |Camara | 140% a] 659% b
Mallerauco Horno 8.0% a 49.0% a 4

Horno en

capas 95.0% b 98.0% c

Camara ~ 11.0% a 76.6% a
Vileun Horno ~ 9.0% a 54.3% a

Horno en '

capas 96.0% b 100.0% b

Camara 14.3% a 60.2% b
Antumavida Horno 9.7% a| 49.0% a

Horno en

capas 95.0% b 98.0% c
: __|Cémara 123% a|  420% a
Maguellines  |Horno - 10.3% a 60.2% b

Horno en

capas 94.0% b 97.0% c

Camara 8.3% a 42.0% b
Maguellines 2 | Horno 8.3% a 61.1% b

Horno en

capas 92.0% b 97.0% a

- ¢ o
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Letras distintas en una columna indican diferencias significativas entre las medias, segun test
HSD (P<0,05).

En cuanto a los acarreadores, la zeolita, se mostré como la mejor alternativa, no tanto por la
capacidad de preservar las esporas de Bacillus, donde no hubo diferencia significativa con los
otros acarreadores, sino por la capacidad de aumentar la capacidad controladora de los

Bacillus (Cuadro 24)

Cuadro 24 Porcentaje de supervivencia y actividad de Bacillus spp., usando 3 sustratos
inertes.

Acarreado
Cepa r % UFC/gr. % Actividad
~ |Talco | 852% ab | 357% c
Mallerauco Zeolta 95.4% a 102.0% a
Silice 81.2% b 42.0% bc
Talco 79.2% a 82.1% bc
Vilcun Zeolita 96.2% a 106.5% a
Silice 79.4% a 64.2% c
o 1Talea | -892% 5 86.2% b
Antumavida Zeolita 88.6% ab 105.2% a
Silice 73.4% b 54.2% c
Talco 88.4% ab 61.1% b
Maguellines | Zeolita 97.2% a 112.2% a
Silice 84.2% b 65.4% b 5
Talco 74.5% b 54.5% b
Maguellines 2 | Zeolita ~ 80.2% a 101.2% a
Silice 65.1% b 36.5% bc

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

6.5.8 Transferencia Sistema de Produccion.

La transferencia del sistema de produccion, se ha realizado en varias etapas, siendo la primera la
firma de un convenio entre la Universidad de Talca y Bio Insumos Nativa Ltda. por medio del cual,
se establecen las condiciones para que la empresa pueda producir y comercializar las cepas de
Bacillus y ademas recibir la tecnologia de produccion, ademas de establecer los mecanismos de
control de calidad tanto del producto como de las recomendaciones de uso.

En una segunda fase, se entregaron copias de las cepas a Bio Insumos Nativa Ltda. de manera
de duplicar el material aimacenado y entrenar al personal de la empresa en la reproduccion de las

cepas y en su identificacion.

En una tercera etapa, se han instalado producciones a escala de laboratorio en la empresa,
utilizando las metodologias desarrolladas por el proyecto, tanto para la produccion, formulacion y
evaluacién de poblaciones y actividad de las cepas.

- @ -
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Asi en estos momentos la empresa esta integrando los parametros de produccion optimos,
mencionados anteriormente, para aplicarlo a una escala industrial, a traves del uso de un
biodigestor de 100 litros, el que esta siendo acondicionado para su produccion.

Dado que los volumenes de produccion son baje, mientras el biodigestor no este en plena
produccién, lo que se ha producido de Bacillus, se esta utilizando para realizar demostraciones
con agricultores claves, en los rubros de carozos y tomates.

Por su parte la empresa en 2004, se adjudico un proyecto FONTEC, para la industrializacion de
este bio controlador, dentro de dicho proyecto, se continuaran los ensayos del Bacillus, para
evaluar su efectividad en otros cultivos como cala, brasicas, avellano, nogal y arandanos.

Ademés la empresa ha iniciado los procesos de inscripcién de marcay la recopilaciéon de
antecedentes para la obtencion del registro SAG.
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7 Fichas Técnicas y Analisis Econémico:

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

proyecto).

Se desarrollo la siguiente ficha técnica para usc de Bacillus:

Cuadro 25. Recomendaciones de uso de Bacillus spp. para el control

bacterianas en cultivos agricolas.

CULTIVO| PATOGENOS | Dosis |EPOCAS DE APLICACION
Aplicacion con 5, 25,5075y
100% de caida de hojas.
Cancer bactenial
(Pseudomonas En caso de heladas
Carozos | syringae pv. 300971001} ernales que cause heridas.
synngae)
Aplicar en brotacion y plena
flor.
Cancer bacterial
(Clavibacter En almacigo, transplante y
michiganensis posterior a cualquier labor
Subsp. que genere heridas.
Michiganenesis)
En almacigo, transplante dos
dias antes e inmediatamente
Tomate Peca bacteriana 00 gHno después de cualquier labor
(Xanthomonas que genere heridas.
campestns pv. Curativo, aplicaciones cada
vesicatona) 3 Diaz, hasta que lesiones
Mancha bacteriana se presenten secas y sin
(Pseudomonas avance
synngae pv. tomato
Pudricién acuosa
P (Erwinia carotovora Lk i Aplicacion  inmediatamente
apa Kg. de
subsp. carotovora) papas después de cosecha.

Compatibilidad con agroquimicos

Bacillus debe ser aplicado en forma separada de otros productos agroquimicos, a menos que
se realice una prueba de compatibilidad. En el caso de aplicaciones con compuestos cupricos
y antibiéticos, estos deben aplicarse antes del biocontrolado y espaciados a lo menos 5 dias.

de enfermedades
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Almacenaje
La formulacion de Bacillus, es un polvo mojable, el que mantenido en un ambiente seco y

fresco es capaz de mantener su poblacién y actividad por 12 meses. Una vez abierto el
envase de Bacillus , debe evitarse su contacto con la humedad, en caso contrario debe

utilizar inmediatamente.

Toxicidad

Las especies de Bacillus, seleccionadas en el presente proyecto presentan baja toxicidad
para mamiferos, pese a lo cual se deben tomares las medidas de seguridad, propias de toda
aplicacién fitosanitaria. Debe evitarse la ingestion y el contacto con mucosas'y heridas en la
piel, en caso de ocurrir realizar lavados con abundante agua y jabon y en caso de ingestion
no inducir vomito. Este biocontrolador no posee carencias ni tolerancia y el periodo de

reingreso es de 2 horas.

Forma de aplicacion
El formulado en polvo desarrollado durante el proyecto, esta compuesto por esporas de la

bacteria y los compuestos obtenidos durante la fermentacion de esta, mas un acarreador en
base a arcillas. Estas esporas son capaces de soportar temperaturas de 80° C y falta
absoluta de humedad, pero la bacteria una vez germinada requiere de temperaturas de
inferiores a 35° 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 tratar, dado
que no se ha demostrado una actividad sistémica de Bacillus.

Costos El estudio de costos, se realizo en conjunto con Bio-Insumos Nativa Ltda. y se obtuvo
un precio de equilibrio entre costos de produccion, venta, administracion, marketing y
utilidades de $30.000 el Kg. lo que lo hace competitivo con antibiéticos de uso agricola y lo
mantiene a un precio menor que alternativas quimicas como cobre penta hidratados.

e Andlisis econémico actualizado, comparando con los andlisis de la propuesta de
proyecto.

Al realizar el andlisis econémico, con los datos actuales, esperamos que la produccién
aumente en un 10%, dada la ineficiencia de los productos actualmente en uso, ademas existe
una disminucién del precio del Bacillus formulado de $32.000 en la propuesta a los actuales
$30.000 y una reduccién de un 50% en el uso del caldo bordeles. Lo que nos genera un
aumento de rentabilidad del cultivo de tomate. (Cuadros 26 y 27)
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Cuadro 26. Flujo de caja cultivo de tomate con uso de Bacillus, presentado en g propuesta.

1. ENTRADAS ano 1 ano 2 ano 3 ano 4 ano 5 ano 6
2,600,00| 2,600,00| 2,600,00| 2,600,00| 2,600,00
Venta de tomates 2,600,000 0 0 0 0 0
' 2,600,00| 2,600,00| 2,600,00| 2,600,00| 2,600,00
Subtotal Entradas 2,600,000 0 0| 0 0 0
2. SALIDAS X p X I, TR 3.
2.1. Inversiones | 2 v, o 1
Invernadero | 3,500,000 - "%
2.2. Gastos de
Operacion | RN AR o
Plastico 250,000| 250,000/ 250,000{ 250,000| 250,000| 250,000
Preparacion
almacigos 147,300| 147,300| 147,300] 147,300 147,300| 147,300
Preparacién suelo 44 800 44 800 44 800 44 800 44 800 44 800
Fertilizacion 218,855| 218,855 218,855| 218,855| 218,855 218,855
Confeccion
melgas y
acequiadura i 19,750 19,750 19,750 19,750 19,750 19,750
Transplante 44 800 44 800 44 800 44 800 44 800 44 800
Control de
malezas 1,400 1,401 1,402 1,403 1,404 1,405
Control de plagas
Bacillus P
thuringensis 32,000 32,000 32,000 32,000 32,000 32,000
Trichoderma 32,000 32,000 32,000 32,000 32,000 32,000
Bacillus subtilis
nativo 40,000 40,000 40,000 40,000 40,000 40,000
Caldo Bordeles 15,000 15,000 15,000| 15000| 15,000 15,000
Riegos 35,000 35,000 35,000 35,000 35,000 35,000
Cosecha B 294,000| 294,000 294,000 294,000| 294,000 294,000
imprevistos i 38,813 38,813 38,813 38,813 38,813 38,813
1.213,71| 1.213.72] 1.213,72{ 1,213,72| 121372
Subtotal Salidas 4,713,718 9 0 i 2 S
3. BENEFICIOS
NETOS TOTALES 1,386,28| 1,386,28| 1,386,27| 1,386,27| 1,386,27
(12 | -2113718) 1 a9 8 7
$
VAN (12%) 2,574,561.04 g
TIR 59% G
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Cuadro 27. Flujo de caja cultivo de tomate con uso de Bacillus, actualizado.

después de finalizado el proyecto.

- 'l

P

1. ENTRADAS ano 1 ano 2 afo 3 afo 4 ano 5 afno 6
Venta de tomates | 2,860,000 |2,860,000 2,860,000 | 2,860,000 | 2,860,000 | 2,860,000
Subtotal Entradas | 2,860,000 | 2,860,000 | 2,860,000 | 2,860,000 | 2,860,000 | 2,860,000

2. SALIDAS S, W
2.1. Inversiones B L e PIR o P
Invernadero | 3,500,000 - on B P e
2.2. Gastos de i
Operacion ) = N s =
Plastico | 250,000 250,000 250,000 |250,000 |250,000 |[250,000
Preparacion
almacigos | 147,300 147,300 147,300 |147,300 147,300 . | 147,300
Preparacion suelo | 44,800 44,800 44 800 44 800 44 800 44 800
i Fertiizacion | 218,855 218,855 218,855 |218,855 |218,855 |218,855
Confeccion
melgas y
~ acequiadura|19,750 | 19,750 19,750 119,750 19,750  |19,750
Transplante | 44,800 44 800 44 800 44 800 44 800 44 800
Control de ~
malezas | 1,400 1,401 1,402 1,403 1,404 1,405
Control de plagas Ay T R TR Y
Bacillus
thuringensis | 32,000 32,000 32,000 132,000 32,000 32,000
Trichoderma [ 32,000  |32,000 [32,000 32,000 32,000 32,000
Bacillus subtilis
nativo | 30,000 30,000  |30,000  [30,000 _ [30,000 {30,000
Caldo Bordeles { 7,500 15,000  [15,000 15,000 15,000 15,000
Riegos | 35,000 35,000 35,000 35,000 35,000 35,000
Cosecha | 294,000 294,000 294 000 [294,000 294,000 |294,000
imprevistos | 38,813 38,813 38,813 38,813 38,813 38,813
Subtotal Salidas | 4,696,218 |1,203,719 1,203,720 | 1,203,721 | 1,203,722 1,203,723
3. BENEFICIOS
NETOS TOTALES \
. (1-2)|-1,836,218 | 1,656,281 l 1,656,280 | 1,656,279 | 1,656,278 | 1,656,277
$
VAN (12%)]3,691,337 | T 15 4 -1 S .
[TIR 1 8% 1 P A T

Andlisis de las perspectivas del rubro, actividad o unidad productiva desarrollada,
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Las perspectivas de este bio controlador, estan centradas en el control de enfermedades
bacterianas en cultivos de carozo y tomates, pero se estan realizando ensayos exploratorios,
para su uso en arandano, calas, almendro, nogal y alcachofa, lo que podria aumentar
notablemente la superficie de cultivos, susceptibles de su uso.

Dado que los compuestos quimicos actualmente en uso son poco efectivos y ademas estan
siendo cuestionados por sus impactos ambientales y en salud humana, por lo que este bio
controlador se estaria posesionando como la mejor alternativa, para el control de bacteria
fitopatégenas, en cultivos de carozos y tomates, lo que suman 92.000 hectareas en Chile,

potenciales que podrian usar este bio controlador. .

La produccion y formulado del producto se realizaria por Bio Insumos Nativa Ltda. quienes
poseen una red de distribucion entre las regiones | y X, por lo que se asegura una
disponibilidad a lo largo del pais. En cuanto a produccién, la empresa estaria en condiciones
de producir 20.000 Kg. del formulado anualmente.

« Descripcion estrategias de marketing de productos, procesos o Servicios

La estrategia de marketing en estos momentos esta centrada en, charlas de difusion con
agricultores, reuniones con asesores de los cultivos y entrega de muestras del formulado,
para la realizacion de pruebas de campo con agricultores.
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8. Impactos y Logros del Proyecto:

e Descripcién y cuantificacion de los impactos obtenidos, y estimacion de lograr otros en
el futuro, comparacién con los esperados, y razones que explican las disgrepancias.
e Indicadores de impactos y logros a detallar dependiendo de los objetivos y naturaleza

del proyecto:

Impactos Productivos, Econoémicos y Comerciales

Logro | Al inicio del Al final del | Diferencial
Proyecto ~___proyecto
Formacién de empresa o Convenio con | Convenio  con | Adjudicacién  por
unidades de negocio empresa para | empresa para | parte de la
produccion y | produccion y | empresa de un
comercializacion. comercializacion. | proyecto FONTEC
Adjudicacion por
parte de |la
empresa de un
proyecto
R o e FONTEC
Produccién (por producto) 1 cepa | 5 cepas | Se lograron aislar y
seleccionada seleccionadas seleccionar 4
produccion  para | produccion con | cepas mas de las
400 ha empresa actual | presupuestadas,
para 6000 ha. esto dado por el
efecto sinérgico
entre ellas.
Las cepas ~son
menos  exigentes
en sus
necesidades de
produccion que lo
SRR, ORI L AT i T PRI previsto.
Costos de produccion Precio de venta de | Precio de venta | Aumento de precio
$20.000 de $30.000 de productos
competidores.
Ventas y/o Ingresos No aplica No se han
ol o iy realizado ventas |
. RS ke e N Nacional | No aplica _
MY, __Intemacional | No aplica I e
Convenios comerciales Convenio con | Convenio con
empresa Bio Insumos
| Nativa Ltda.
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Impactos Sociales

Logro Al inicio del Al final del Diferencial
Proyecto proyecto
Nivel de empleo anual 1 técnico 1 agrbnomo Los equipos de
2 técnicos produccion
1 producto requieren mayor
manager preparacion
técnicay el
sistema de secado
requiere mas mano
de obra.
La venta del
producto requiere
de alguien
especializado para
su
e comercializacion.
Nuevos empleos generados
Productores o unidades de
negocio replicadas
Impactos Tecnolégicos
Logro Numero | Detalle
Nuevo en Nuevo en la Mejorado
| mercado | empresa e B, -
Producto 1 1 Formulado de
Bacillus spp.
cuyo nombre
comercial sera
st Lt il o - Nacillus.
Proceso Fermentacion Fermentacion
Formulado formulado o
Servicio No aplica No aplica
___Propiedad Intelectual Numero Detalle i
Patentes MRS JE Ll i 5 -
Solicitudes de patente
Intencién de patentar 1 Formulado de 4 cepas de Bacillus spp. Y una de
Brevibacillus brevis, para el control de bacterias
Fitopatégenas.
Secreto industrial 2 Sistema de produccién y secado del formulado
L a0 3 anterior «®
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Resultado no patentable 5 4 cepas de Bacillus spp y una de Brevibacillus
brevis, para el control de bacterias
Fitopatdégenas.
Resultado interés publico © e
Logro Numero Detalle

Convenio o alianza tecnologica

Generacién nuevos proyectos

Impactos Cientificos

Convenio con Bio-Insumos Nativa Ltda. Para
la produccién y comercializacion del
formulado de Bacillus spp.

" | Proyecto Fontec, adjudicado a Bio Insumos

| formulado de Bacillus spp..

Nativa, para el desarrollo industrial del

Logro Namero Detalle (Citas, titulo, descripcion)
Publicaciones 3 | En preparacion e
(Por Ranking)
Eventos de divulgacion cientifica | 4 XIV congreso Sochifit Talca 2004

Seminario Internacional de Alternativas
Racionales para el manejo de Plagas Chillan
2003

| Simposio de Control Biolégico. Chillan 2005
XV Congreso Sochifit. Arica 2005

Integracion a redes de

investigacion

Impactos en Formacion

Logro Numero Detalle (Titulo, grado, lugar, institucién)

Tesis pregrado 1 Determinacion de curvas de crecimiento de Bacillus
subtilis. Memoria de titulo, Universidad de Talca

Tesis postgrado 1 | Efecto de cepas nativas de Bacillus spp. en el control de
cancro bacteriano en tomate. Tesis para el grado de
Magister. Uriversidad de Talca.

Pasantias

Cursos de

capacitacion = e AR e
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8 Problemas Enfrentados Durante el Proyecto:
e Legales: No se presentaron problema de indole legal.

« Técnicos: Los principales problemas técnicos correspondieron a la identificacion de las
cepas, la que aun utilizando morfologia, test bioquimicas y PCR, logro solo una
identificacion parcial de 3 de las 5 cepas de Bacillus.

En cuanto a ensayos de campo, se produjeron problemas por la ausencia de
enfermedades bacteriana en tomate, en la zona de Colin.

Administrativos: No se presentaron problemas administrativos
Gestién: En los inicios del proyecto existieron retrasos, ocasionados por ¢l atraso en la
llegada de equipos claves y por la alta diversidad y abundancia de cepas aisladas.

e Medidas tomadas para enfrentar cada uno de ellos.
En el caso de la identificacién de cepas, se opto por enviar las cepas a identificar al
laboratorio de ecologia microbiana de la Universidad de Chile. .
En cuanto a los ensayos de campo, se amplio la zona de ensayos a la ciudad de Quillota.
En cuanto a los problemas por atraso en la llegada de los equipos y abundancia de cepas, se
realizaron modificaciones en la metodologia, para compensar esos atrasos.

9 Otros Aspectos de Interés

Los resultados de estos proyectos, poseen tres aspectos que suscitan el interés por sus
implicancias en productivas como cientificas. Asi tenemos como primer hecho a destacar,
que dos de las 5 cepas seleccionadas, provengan del sector Vega de los Trailes, en la
reserva Altos de Lircay, mismo lugar de origen de la cepa Trailes de Trichoderma
parceanamosum, que actuaimente se comercializa, a su vez las 3 cepas restantes también
provienen de zonas de vida silvestre, lo que refuerza la idea del alto potencial que representa
la bio diversidad nativa, para la solucién de problemas productivos.

E segundo punto de interés es la capacidad descrita de competencia de los Bacillus, sobre
las bacterias fitopatégenas, lo que no ha sido reportado anteriormente y que representa una
nueva visién, de la forma de accién y utilizacion de estos bio controladores.

Y por ultimo la excelente recepcién que han tenido los agricultores, especialmente de
tomates, para el uso de estos organismos, lo que se explica en parte por la eficacia de bio
controlador de Bacillus, pero también por el pobre resultado que presentan los compuestos
bactericidas actualmente en uso, que son claramente insuficientes para solucionar problemas

fitosanitarios, generados por bacterias.
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10 Conclusiones y Recomendaciones:

Las aislaciones realizadas fueron altamente efectivas, en la obtencion de cepas de Bacillus
con actividad bio controladora, sobre fitopatdgenos bacterianos, lograndose un alto
porcentaje de cepas con esta actividad, primando en eficacia las cbtenidas desde zonas de

vida silvestre.

Las cepas asiladas, presentan comportamientos no esperados en la forma de bio control,
como son el sinergismo entre bacterias y la capacidad de control a través de competencia, lo
que podria explicar la alta eficacia de control, obtenida tanto in vitro como en campo.

La utilizacién de Bacillus, requiere una restriccion en el uso de agentes bactericidas basados
en cobre y antibiéticos, para lograr un resultado optimo, lo que es factible, dado que las
aplicaciones de Bacillus, sin la combinacion de bactericidas quimicos, presento en todos los

casos, lo mejores resultados de control,

El uso de Bacillus en el control de enfermedades bacterianas en tomate y carozos, es un
ejemplo, que el control biolégico es capaz de superar a las medidas de control

convencionales.

Es necesario desarrollar investigacioén, dirigida a determinar las formas especificas de acciéon
de Bacillus, sobre los fitopatégenos, ya que este conocimiento, podria abrir vias para el
desarrollo de compuestos bactericidas para uso en alimentacién y salud humana y animal.

En el aspecto econémico, la utilizacién de Bacillus en el control de enfermedades bacterianas,
en tomate y carozos es una excelente alternativa a los compuestos actualmente en uso, dado
el incremento de rendimiento y en que no genera dificultades para la obtencion de

certificaciones de BPA u Organica, por el uso de cobre y antibiéticos.

Un costos de $30.000 a $35.000/ ha de aplicacion en cerezo, €s competitivo con las
aplicaciones de cobre y antibioticos y con un mejor resultado, por lo que se presenta como un

atractivo negocio.

La integracién de Bio Insumos Nativa Ltda., al desarrollo de este biocontrolador ha generado
la continuidad necesaria de desarrollo, para que a mediados del afio 2008, se inicie la

comercializacién de este bio controlador.
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INFORME DE DIFUSION

e Difusién de los resultados obtenidos adjuntando las publicaciones realizadas en el
marco del proyecto o sobre la base de los resultados obtenidos, el material de
difusién preparado y/o distribuido, las charlas, presentaciones y otras actividades
similares ejecutadas durante la ejecucion del proyecto.

o Listado (numero y detalle) de actividades por instrumento de difusion, como

por ejemplo:

Tipo evento

Numero

det";lie

seminarios

Presentacion en congresos y | 7

-, Seminario Intemacional de Altemativas
Biorracionales al Uso de Pesticidas (Universidad de
Concepcion, Chillan, Octubre 2004)

-. XIV Congreso Sociedad Chilena de
Fitopatologia (Talca, 2005)

-. | Simposio de Control Bioldgico INIA Quilamapu
(Chillan Agosto 2005)

-. Il Seminario “Insumos para la Agricultura
Organica” (Santiago, agosto 2005)

-. I Seminario “Insumos para la Agricultura
Organica” (Santiago, Diciembre 2005)

-. XV Congreso Sociedad Chilena de
Fitopatologia (Arica, 2006)

-. lanzamiento del "Catalogo de Insumos para el
Contrcl de Plagas y Enfermedades en la
Agricultura Orgéanica, en Chile" ejecutado por
CCO (Abril 2006)

Organizacién de seminarios 1

tecnicas

‘Boletin de difusion

Dia de campos o reuniones | 4

1 coh
500

| copias |

Seminario de Finalizacién del Proyecto FIA-
UTALCA “Evaluacion de cepas nativas de
Bacillus subtilis para el control de bactenas
fitopatégenas” (Abril 2006)

-. Reunién con asesores de tomate en Quillota

(Junio 2005)

-. Reuniéon asesores tomate en Colin y Maule
(Octubre 2005)

-. Dia de campo, en Colin, con exposicion de
resultados de ensayos de campo (Noviembre
2005)

-. Charla de divulgacion, realizada en Chillan, en
conjunto con Bio Insumos Nativa Ltda. (Chillan,

Diciembre 2005)

Boletin de difusién, con resumen de resultados
del proyecto e informacién, sobre biologia de




