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1. ANTECEDENTESGENERALES 

Nombre del Proyecto: 

“Control biologico del ca brito de 10s frutales (Aegorhinus superciliosus) 

me d i a n te I a uti I i za c i 6 n de nema t o d os en tom o pa t 6 g e n os”. 

Codigo: COO-I -A-038 

Region: Vlll 

Fecha de aprobacion: 29 de diciembre del 2000. 

Agente Ejecutor: lnstituto de lnvestigaciones Agropecuarias, CRI Quilamapu. 

Agentes Asociados: Hortifrut, sede Chillan, y German Sims San Ruman. 

Coordinador del Proyecto: Andres France Iglesias. 

Costo Total: $93.353.150 

Aporte del FIA: $43.379.000 (46% del costo total) 

Period0 de Ejecucion: 39 meses. 
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II. RESUMEN EJECUTIVO 

A partir del 1” de diciembre del 2000 se da inicio al proyecto de “Control biologico del 
cabrito de 10s frutales (Aegorhinus superciliosus) mediante la utilizacion de nematodos 
entomopatogenos nativos”. En la primera etapa se realizan colectas de larvas y 
adultos de cabritos desde huertos afectados, 10s primeros para establecer evaluacion 
in vitro de 10s aislamientos de nematodos nativos, y 10s adultos para infestaciones 
artificiales de frambuesa y crianza del insecto en laboratorio. Se selecciona el 
aislamiento Qu-N820 (Sfeinernema sp.) como el mas agresiva y mayor habilidad 
parasitica para Aegorhinus superciliosus, ademas de demostrar su capacidad de 
rnoverse a diferentes profundidades de suelo para alcanzar las larvas del cabrito. 

Desde un comienzo se logran detectar larvas y adultos de cabritos parasitados con 
hongos entomopatogenos, y se comienzan a utilizar para pruebas de patogenicidad y 
efectividad en adultos del insecto. Posteriormente, se seleccionan 10s aislamientos 
Qu-9306 y Qu-B323 de Beauveria bassiana, y el Qu-M430 de Mefarhiziurn anisopliae, 
como 10s mas efectivos en el control de adultos de A. superciliosus. 

Los ensayo en terreno, mediante la aplicacion de nematodos con diferentes 
frecuencias de aplicacion indicaron que las mejores aplicaciones se lograban durante 
el invierno. Las aplicaciones de verano controlan hasta un 38% de larvas de Galleria, 
mientras que las de invierno lograron un 62,4% de control, estabilizandose con 2 
aplicaciones de nematodos en la temporada; las condiciones de temperaturas mas 
bajas y mayor humedad del suelo, serian las principales causas para una mejor 
sobrevivencia y afectividad del nematodo. Los tratamientos de arandanos en macetas 
e inoculadas con larvas de burrito, demostraron que 10s nematodos eliminar al insecto 
y aumentan la biomasa de las plantas, comparada con las plantas sin tratar. Los 
ensayos en huertos comerciales demostraron que 10s nematodos disminuyen la 
emergencia de adultos de cabritos en 70% durante la temporada. Estos mismos 
nematodos fueron efectivos para otras dos plagas de importancia agricola, 
Ofiorhynchus sulcafus y Asynonychus cervinus, donde se lograron similares niveles de 
cont ro I. 

A consecuencia de 10s resultados anteriores se realizaron aplicaciones comerciales en 
10 huertos, para lo cual se mando a multiplicar la cepa de nematodos a EspaAa. Los 
nematodos retornaron al pais formulados y en condiciones de ser almacenados por un 
tiempo, previo a su us0 comercial. A la fecha de entrega de este informe la empresa 
espafiola estudia la factibilidad de instalarse en Chile, aprovechando la demanda 
insatisfecha por organismos de control como 10s nematodos y la ausencia de 
biofabricas de nematodos en el pais. 

Ademas, se efectuaron seminarios para agricultores en la VI1 y X region, 
presentaciones en Congreso Agronomico de Chile y de Control Biologico (Siconbiol) 
en Brasil, junto con publicaciones en revistas divulgativas. 
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TEXT0 PRINCIPAL 

I. RESUMEN DE LA PROPUESTA 

El cabrito o marinerito, Aegorhinus superciliosus, es una plaga endemica diseminada 
desde la VI1 hasta la X region, su datio se ha incrementado paulatinamente en estos 
ultimos atios, al afectar la fruticultura de la zona centro sur y sur del pais. El datio 
producido por 10s adultos se traduce en mordeduras en la corteza, corte de hojas y 
racimos florales (Foto 1, Anexo I). Las larvas, por su parte, se alimentan de la corteza 
de las raices y provocan galerias que cornprometen incluso el xilema (Foto 2). 
Ademas, las larvas sellan las galerias con deyecciones y una masa de aserrin, lo que 
le permite aislarse del medio ambiente, quedando inaccesibles a 10s controles 
tradicionales. Las plantas afectadas terminan severamente debilitadas o muriendo 
(Foto 3). 

El control de la plaga es dificil por encontrarse las larvas a diferentes profundidades 
del suelo y aisladas en sus galerias radiculares, resultando inutiles las aplicaciones de 
productos quimicos. Las aplicaciones de insecticidas a 10s adultos, pueden resultar 
efectivas, sin embargo estas coinciden con la presencia de fruta y la cosecha, 
impidiendo su us0 por problemas de registro y carencias de la fruta de exportacion. 
Ademas, el insecto es considerado una plaga cuarentenaria, por lo que su presencia 
en la fruta es causal de rechazo en 10s mercados de destino. 

Una alternativa al control quimico y compatible con el medio ambiente, es el us0 de 
nematodos entomopatogenos. Estos organismos, pueden ser cultivados, masificados 
y aplicados como un biopesticida. Prospecciones realizadas por INIA-Quilamapu a lo 
largo de Chile, han permitido colectar mas de 75 aislamientos de nematodos 
entomopatogenos. Pruebas preliminares de esta coleccion, han permitido identificar 
nematodos capaces de seguir y parasitar las larvas del cabrito al interior de sus 
galerias (Foto 4), asi como existirian hongos entomopatogenos que pueden matar 10s 
estados adultos. 

El objetivo general de esta investigacion fue desarrollar un control biologico para 
Aegorhinus superciliosus, mediante el us0 de aislamientos especificos de nematodos 
entomopatogenos, junto con disminuir las perdidas de produccion y el us0 de 
pesticidas quimicos, de manera de minimizar el datio a otros organismos que habitan 
en las plantaciones frutales. 

La justificacion del proyecto se debe, en parte, a que 10s insectos endemicos se han 
considerado tradicionalmente de menor importancia para la agricultura, por estar 
concentrados en la flora nativa. Sin embargo, la destruccion del medio ha provocado 
el desplazamiento de alguno de ellos, a especies agricolas de importancia economica. 
Tal es el cas0 del cabrito de la frambuesa, Aegorhinus superciliosus Guerin 
(Coleoptera: Curculionidae), insecto que se encontraba restringido a 10s bosques 
nativos de la novena y decima region (Perez, 1994). Sin embargo hoy en dia se 
encuentra desde la VI1 a la X region, atacando especies tales corn0 el arandano, 
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avellano europeo, canelo, frambuesa, frutilla, grosella, maiten, moras, romaza, 
zarzaparrilla roja, sauce, duraznero y perales (Aguilera, 1988; Gonzalez, 1989). 

Nuestro pais, a pesar de tener una experiencia por mas de 70 atios en control 
biologico, se ha basado en el control de plagas aereas y con el us0 de insectos 
beneficos (Artigas, 1994; Prado, 1991). El us0 de microorganismos entomopatogenos 
se ha mencionado solo ocasionalmente, haciendo referencia a introducciones o un 
encuentro fortuit0 de un insecto parasitado (Dutky, 1957; Vazquez, 1977). Sin 
embargo, el Programa de Patologia de lnsectos de INlA Quilamapu, ha prospectado 
desde 1996 organismos entomopatogenos a lo largo de todo Chile, demostrando con 
ello la presencia de hongos y nematodos entomopatogenos en todo el pais. Lo 
anterior permite disponer de una fuente de diversidad biologica propia, adaptada a las 
diferentes condiciones ambientales de nuestro pais y que no requiere la internacion de 
este tip0 de organismos desde otros paises. 

Los nematodos entomopatogenos son una de las mejores alternativas de control 
biologico para una plaga como el cabrito de la frambuesa, ya que poseen la capacidad 
de buscar a su huesped en lugares donde otros organismos no tiene alternativas de 
encontrar a su presa. Entre todos 10s nematodos que parasitan insectos, especial 
dedicacion se ha dado al estudio de las familias Steinernemafidae y 
Heterorhabditidae, las cuales se caracterizan por tener bacterias simbiontes del 
genero Xenorhabdus y Photorhabdus, responsables estas ultimas de la muerte de 10s 
insectos parasitados (Akhurst y Boemare, 1990; Kaya, et a/., 1993; Woodring y Kaya, 
1988). Estas especies de nematodos reinen la mayoria de 10s atributos que debe 
tener un efectivo agente de control biologico: matan su huesped rapidamente (24 a 48 
horas), son especificos para cada insecto plaga, parasitan a su huesped en lugares 
donde 10s productos quimicos no son capaces de Ilegar, son inocuos para vertebrados 
y plantas, faciles de propagar y almacenar, capaces de buscar su huesped por si 
mismos, compatibles con insecticidas y no contaminan el medio ambiente (Bedding, et 
a/., 1993; lshibashi y Kondo, 1993; Kaya, et a/., 1993; Wouts, 1991). El contar con un 
nematodo especifico capaz de controlar 10s estadios larvales de A. superciliosus, 
permitiria disminuir el efecto devastador del cabrito en 10s huertos, junto con minimizar 
al maximo el datio a otros organismos beneficos presentes en el habitat de la plaga. 

La metodologia consistio en la colecta de adultos, crianza de larvas de A. 
superci/iosus, evaluacion y seleccion de nematodos entomopatogenos, evaluaciones 
de dosis y ensayos en invernadero, campo y aplicaciones masivas en huertos 
comerciales de frambuesa y arandanos ubicados entre la Vlll y X region. Los 
resultados permitieron demostrar que 10s nematodos entomopatogenos nativos logran 
controlar larvas de cabritos, asi como de otras especies dafiinas, tales como el 
gorgojo de 10s invernaderos (Otiorhynchus sulcatus) y el capachito de 10s frutales 
(Asynonychus cervinus). 

El proyecto incluyo la presentacion de resultados, mediante seminarios a agricultores, 
participacion en congresos agronomicos y de control biologico nacionales e 
internacionales, y publicaciones divulgativas en revistas y periodicos. 
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2. CUMPLIMIENTO DE LOS OBJETIVOS DEL PROYECTO 

El proyecto original contemplaba como objetivo general “Desarrollar un control 
biologico adecuado para Aegorhinus superciliosus, mediante la seleccion de 
aislamientos especificos de nematodos entomopatogenos”. AI termino del proyecto se 
puede concluir que el objetivo general se cumplio, aunque parte de 10s objetivos 
especificos y actividades propuestas no lograron obtenerse resultados. Durante el 
desarrollo del proyecto se pudo comprobar la existencia de cepas de nematodos 
nativos que podian controlar al cabrito (A. superciliosus), estos nematodos fueron 
factibles de multiplicar en grandes nlimeros, al menos para desarrollar las actividades 
de laboratorio, invernadero y ensayos de campo. Tambien se comprobo que 10s 
nematodos podian movilizarse por el perfil del suelo, comportamiento necesario para 
poder alcanzar una plaga cuyo estadio larval se encuentra en el suelo o dentro de las 
rakes. Los ensayos en macetas comprobaron que el us0 de nematodos en suelo 
inoculado con larvas, permite eliminar al insect0 y logra aumentos significativos en el 
desarrollo radicular y aereo. Posteriormente, 10s ensayos de campo en huertos 
comerciales afectados por cabritos, demostraron que las inoculaciones de nematodos 
deben evitarse en 10s meses de verano, por problemas de temperatura y sequedad 
del suelo. Aplicados en la epoca correcfa, las aplicaciones al suelo logran disminuir la 
emergencia de adultos en aproximadamente 70% durante la temporada. 

Ademas de lo anterior, el us0 de la cepa de nematodos para el control de cabritos 
tambien fue efectiva para el control de otras dos plagas de importancia agricola, como 
son el gorgojo de 10s invernaderos (Otiorhynchus sulcatus) y el capachito de 10s 
frutales (Asynonychus cewinus), insectos tan importantes como el cabrito del 
duraznero. En estas plagas se logr6 disminuir la emergencia de adultos en alrededor 
de un 70% durante una temporada, similar a lo que ocurre con el cabrito, lo que 
permite usar el mismo nematodo para controlar estas plagas, las que eventualmente 
pueden estar afectando las plantas al mismo tiempo. 

Product0 de estos resultados se realizaron aplicaciones en 10 huertos comerciales, 
totalizando 11 ha, y cuyos resultados se comprobaran al termino de la temporada 
2003-2004. Para lograr inoculo suficiente para tales superficies, y previo acuerdo con 
el SAG, se logro la colaboracion de la empresa IDEBIO de Espatia, la que posee 
biofabricas dedicadas a la produccion de nematodos entomopatogenos en ese pais. 
Debido al interes de 10s agricultores en utilizar esta herramienta de control, la empresa 
espafiola se encuentra estudiando la instalacion de una biofabrica de nematodos en 
nuestro pais. Lo anterior permitiria contar con la produccion industrial de 10s 
nematodos seleccionados en este proyecto, asi como la posibilidad de incluir nuevas 
cepas para otras plagas tan importantes como el cabrito de 10s frutales. 

Ademas de 10s nematodos, se aislaron y seleccionaron cepas de hongos 
entomopatogenos que fueron efectivas en el control de adultos. Estas cepas podian 
sobrevivir en el suelo despues de aplicaciones sucesivas y las mezclas de cepas 
mejoraban el control de adultos. Aunque dichas actividades no eran parte del proyecto 
original, se incluyeron igualmente debido a que pueden ser un complemento al us0 de 
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nematodos, ya que podian destinarse al control de adultos que logran escapar a la 
accion de 10s nematodos en el suelo. 

Dentro de las actividades que no lograron resultados se encuentran la crianza artificial 
de cabritos, la que result6 mas compleja y lenta de lo que originalmente se programo, 
ademas que no se logro acortar el ciclo natural del insecto. Otro aspect0 fallido fue la 
formulacion de 10s nematodos con protectores UV y para deshidratacion, sin embargo 
hoy en dia esta disponible una formulacion comercial a traves de IDEBIO, la que 
puede ser almacenada y transportada por varios dias, facilitando el us0 de estos 
organ ismos . 
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No 

21 

3. ASPECTOS METODOLOGICOS DEL PROYECTO 

Fecha Ubicaci6n Lat. y Long. Actividad Textura suelo Tipo de 
colecta (Region) nematodos 
9/1/96 Human, Los 3 7'26' 72'02' Huerto castaiio Trumao Diplogaster 

Angeles (VIII) 

3.1. Seleccion del mejor aislamiento de nematodos. 

5 15 

Para seleccionar el aislamiento de nematodo mas agresivo, se realizaron pruebas 
sobre larvas de Aegorhinus superciliosus (Foto 5), colectadas desde el huerto de 
ensayo mediante arranca de plantas y diseccion de rakes. Se evaluaron seis 
aislamientos de nematodos entomopatogenos, colectados en diferentes partes del 
pais mediante el sistema de cebado de suelo con larvas de la polilla de la cera 
(Galleria rnellonella) y segun se describe en Anexo A. La identificacion y origen de 10s 
aislamientos se indican en el Cuadro 1. 

15/4/98 Sta. Barbara, Los 37'38' 71'00' Cultivo anual Orgtinico Diplogaster 
Angeles (VIII) 

Cuadro 1. Ubicaci6n y caracteristicas de 10s lugares de colecta de 10s diferentes nematodos 
entomopat6genos. 

560 

620 

25/11/98 La Uni6n (X) 40'15' 73'06' Pradera Trumao Diplogaster 

12/1/99 Lonquimay (IX) 3 8'27' 7 1'2 1 ' Pradera natural Trumao Diplogaster 
mejorada 

263 1 14/8/97 I CaAete (VIII) 37'47' 73'20' Cultivo anual 1 Arenoso I Diplogaster I l l  

820 

I I I I I I I 
I 

25/2/99 Puerto Cisne (XI) 44'43' 72'43' Pradera natural fiadi Steirnernema 

Cada uno de estos aislarnientos fue cultivado en larvas de la polilla de la cera (Galleria 
rnellonella) segun se describe en Anexo B (Foto 6). Para la inoculacion de las larvas 
de cabritos, por cada aislamiento se utilizaron 50 nematodos dauers (estado de 
resistencia que consiste en juveniles en estadio J3 per0 que conservan la cuticula de 
J2), depositados sobre un papel filtro humedecido con agua destilada esteril y dentro 
de una placa Petra de plastic0 de 50 mm de diametro. En el interior de la placa se 
depositaron 5 larvas de A. superciliosus, previamente lavadas superficialmente con 
agua esteril, constituyendose en la unida experimental del ensayo. Las placas fueron 
incubadas en camara a 21OC y oscuridad permanente. 

El diserio experimental fue un completo al azar con 5 repeticiones. Las evaluaciones 
consistieron en mortalidad diaria, y el progreso de la mortalidad a traves del tiempo. 
Las comparaciones entre aislamientos se realizo mediante la comparacion de la 
mortalidad al dia 10 de postinoculacion, fecha en la cual se alcanzo el 100% de 
mortalidad con uno de 10s aislamientos, mediante analisis de varianza y comparacion 
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de medias a traves de la prueba de Tukey. Debido a que la comparacion anterior solo 
refleja las diferencias a un dia determinado del ensayo, se utilizo ademas, como 
criterio de seleccion, el area bajo la curva del progreso de la mortalidad, mediante la 
integracion del area que se produce con la curva de mortalidad a traves del tiempo, 
incluidos hasta el dia 10 de evaluacion. Estas areas fueron comparadas mediante 
analisis de varianza y separacion de medias mediante la prueba de Tukey (Ps0,05). 

3.2. Capacidad de profundizacion del nematodo. 

Debido a que el us0 de estos nematodos entomopatogenos esta orientado al control 
de larvas de cabritos, las cuales se encuentran profundas en el suelo o dentro del 
sistema radicular de las plantas afectadas, se consider6 de importancia evaluar la 
capacidad para profundizarse en el perfil del suelo, buscar a su huesped y lograr 
parasitarlo. Cinco larvas de A. superciliosus fueron depositadas en placas plasticas 
de 60 mm de diametro y 25 mm de alto y cubiertas con tierra pasteurizada y una mala 
plastica, del tipo antiafido, cubriendo la placa para evitar el desplazamiento de las 
larvas. Sobre estas placas se colocaron tubos de PVC de 60 mm de diametro, 
sellando con huincha adhesiva la union entre placas y tubos. En el interior de 10s 
tubos se agrego de la misma tierra pasteurizada y compactada ligeramente hasta 
completar las siguientes alturas de suelo: 0, 5, IO, 15 y 20 cm. Sobre el suelo se 
agregaron una proporcion de 50 nematodosAarva, mediante una suspension de 250 
nematodos dauers /mL. Los tubos fueron cubiertos en la superficie con papel filtro, 
incubados a 18OC y oscuridad permanente dentro de una camara (Foto 7). 

Luego de siete dias de incubacion, las larvas fueron removidas del suelo, lavadas con 
agua de pozo esteril e incubadas individualmente en camaras humedas. Diariamente 
se revisaron las camaras en la busqueda de larvas muertas, considerandose como 
muertas a aquellas que no se movian y no respondian a la presion con una aguja de 
madera, todas 10s cadaveres fueron incubados para observar la aparicion de 
nematodos y si estos correspondian a 10s que fueron inoculados. Los resultados 
fueron graficados y 10s tratamientos comparados a traves del error estandard (P=0,05) 
del promedio de 10s tratamientos. El experiment0 tub0 un disefio estadistico 
completamente al azar con 5 repeticiones. 

3.3. Establecimiento de ensayo en terreno. Aplicaciones de verano. 

Con la mejor seleccion de nematodos se establecio un ensayo en terreno, para lo cual 
se multiplico el nematodo N820 en esponja embebida en nutrientes y se indujo la 
produccion de larvas dauer, segun se explica en Anexo B. Las aplicaciones fueron el 
equivalentes a 300.000 nematodos/m2, en parcelas de 5 m2. Los tratamientos fueron 
frecuencia de aplicaciones, en intervalos de 15 dias, hasta completar 6 aplicaciones, 
segun el esquema del Cuadro 2. 
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Cuadro 2. Esquema de tratamientos y frecuencia de aplicaci6n de entomopat6genos 

Los tratamientos se aplicaron en una suspension acuosa, al atardecer y cubiertos con 
paja para evitar datio por sol. El disetio del experiment0 sera un bloque completo al 
azar, bloqueando en el sentido de la mayor densidad de adultos capturados en el 
potrero y que fue coincidente con el datio visual a las plantas. Las evaluaciones 
consistiran en recuento de larvas y nematodos en el suelo, colectados durante 10s 
meses de invierno, y numero de adultos emergidos en la proxima temporada (Foto 8). 

3.4. Establecimiento de ensayo en terreno. Aplicaciones de invierno. 

AI igual como se describio el ensayo de verano, se establecio uno similar pero ahora 
en invierno, considerando que 10s nematodos pueden ejercer el parasitism0 por un 
periodo mas prolongado a temperaturas mas bajas. El ensayo fue similar al de 
verano, se utilizo el aislamiento Qu-N820 que fue multiplicado esta vez in vivo, 
utilizando un promedio de 300 larvas de Galleria mellonella, las cuales fueron 
inoculadas con 50 nematodos cada una (ver Anexo C para produccion masiva de 
Galleria rnellonella). Posteriormente se incubaron a 18OC por un periodo de 48 horas, 
para luego inducir la produccion de larva dauer. La incubacion se efectuo en placas 
Petri con base de yeso, la cual permite mantener humedad y una superficie sobre la 
cual pueden moverse 10s nematodos (Anexo D). La colecta de juveniles se realizo por 
5 dias consecutivos y el resto se descarto, de manera de asegurar a 10s mas 
agresivos y moviles. Los nematodos fueron contados y almacenados en frascos para 
cultivo de tejido a temperatura de 1 O°C y obscuridad hasta su utilizacion. 

Para 10s ensayos de terreno se aplicaron dosis equivalentes a 300.000 nematados por 
m2 , pulverizadas con una bomba manual a presion constante de 1 Ib/pulgada2 en 
parcelas experimentales de 5 m2. Los tratamientos fueron numero de aplicaciones en 
intervalos de 15 dias, hasta completar seis aplicaciones s e g h  el Cuadro 2. Los 
tratamientos fueron aplicados en suspension acuosa al atardecer o durante el dia, si el 
clima se presentaba nublado y fresco. El disetio experimental fue de bloques 
completos al azar con 5 repeticiones. Las evaluaciones consistiran en recuento de 
nematodos en el suelo y numero de adultos emergidos durante la temporada. 
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3.5. Crianza artificial de cabritos. 

Durante el desarrollo del proyecto se colectaron numerosos adultos de cabritos, entre 
machos y hembras, que fueron confinados en jaulas de ovipostura de 30 x 20 x 10 cm. 
Diariamente fueron alimentados con tallos tiernos de fram buesa y mantenidos dentro 
de camara de incubacion con fotoperiodo de 16 horas luz y 8 horas de oscuridad y a 
una temperatura de 25OC. Las cajas de ovipostura poseian en su base una bandeja 
plastica lisa, donde se recolectaron diariamente las excretas y huevos. Los huevos 
fueron encontrados, con ayuda de un estereoscopio, solitarios o en grupo de cuatro y 
recubiertos con alimento semidigerido y excretas de la hembra, estos huevos una vez 
secos tomaron un color cafe castatio. 

Los huevos fueron cosechados, separados y lavados con agua esteril, antes de 
traspasar a placa de Petri de 6 cm de diametro, que en su interior se encontraban 
papel absorbente esteril, humedecido a punto de saturation. 

Debido a que en forma natural 10s huevos se encuentran recubiertos por restos de 
alimentos y excretas, se trato de evaluar el efecto de este recubrimiento en la eclosion 
y desarrollo inicial de las larvas. Para esto, 10s huevos fueron separados en dos 
grupos: 

Sin quitar estos residuos. 
Huevos lavados y eliminando 10s residuos de alimento y excretas. 

Todos 10s huevos fueron incubados en placas de Petri con papel absorbente 
humedecido y temperatura de 25OC, por un period0 de 20 a 22 dias; fecha que 
demoraron en eclosar las larvas (Foto 9). Las larvas fueron alimentadas con brotes 
tiernos de alfalfa o secciones circulares de 1 cm de espesor de zanahoria. El 
desarrollo de las larvas fue observado en forma periodica y se modifico la 
alimentacion de acuerdo a 10s progresos de las larvas y mortalidades observadas. 
Como la alimentacion con zanahoria permiti6 mejor desarrollo y sobrevivencia de 
larvas, se probaron densidades de 1 a 6 larvas por trozo de zanahoria, de manera de 
evitar el posible canibalismo. 

3.6. Evaluacion de hongos entomopatogenos. 

Para 10s ensayos de patogenicidad con hongos entomopatogenos se utilizaron adultos 
de A. superciliosus colectados desde el huerto de frambuesa ubicado en Cachapoal, 
Vlll Region. Estos fueron mantenidos en cajas con trozos de poliestireno de baja 
densidad, y hojas y tallos lavados de frambuesa, en una camara a temperatura 
constante de 2OOC. Los aislamientos de Metarhizium y Beauveria provinieron de 
insectos muertos encontrados en terreno (Foto IO) y de larvas y adultos enfermas que 
llegaron al laboratorio de INlA Quilamapu. Estas larvas fueron incubadas en camara 
humeda en forma individual, dentro de placas de Petri con papel absorbente 
humedecido con agua esteril. Las estructuras fungosas que se desarrollaron sobre las 
muertas, fueron cultivadas en placas Petri, con agar papa dextrosa (APD) y repicadas 
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hasta obtener un cultivo puro. Luego, cada aislamiento fue traspasado a tubo de 
ensayo con APD y conservado en frio (5OC) y nitrogen0 liquid0 (-1 96OC). 

Para obtener inoculo fresco para las pruebas de patogenicidad, se sembro cada 
aislamiento de hongo en placas Petri con APD y se incubo a 25OC por 20 dias 
aproximadamente, hasta obtener el cubrimiento de la placa con micelio y esporas 
(Foto 11). Las conidias fueron colectadas en seco y aplicadas directamente sobre 10s 
insectos, utilizando un trozo de agar colonizado por el hongo de 10 mm de diametro. 
Se evaluaron I O  aislamientos de Mefarhiziurn y 9 de Beauveria. Los insectos 
inoculados fueron mantenidos, en forma individual, en placas con hojas lavadas de 
frambuesa, las que fueron cambiadas periodicamente. Se evaluo cada 24 horas la 
mortalidad de insectos y el momento de aparicion de signos del hongo. 

El diseiio experimental utilizado fue uno completamente al azar con 5 repeticiones por 
aislamiento. Los resultados obtenidos fueron comparados calculando el indice de 
mortalidad para cada aislamiento: sumatoria del numero de insectos muertos cada 
dia, dividido por el numero del dia y el numero total de individuos; y el indice de 
esporulacion: surna del numero de insectos que presentaron emision de esporas cada 
dia, dividido por el numero del dia y el numero total de individuos. Los ensayos se 
evaluaron hasta el momento en que uno de 10s aislamientos logro el 100% de 
mortalidad de insectos. Todos 10s aislamientos fueron comparados a traves de la 
prueba de Chi-cuadrado para tablas de contingencia de 2x2., evaluando la hipotesis 
de independencia de que cada indice de mortalidad fue similar al testigo. 

3.7. Ensayos en terreno con hongos entomopatogenos. 

Las cepas de Metarhiziurn Qu-M430 y Beauveria Qu-B306, seleccionadas del 
experimento anterior, se multiplicaron en forma masiva en granos de arroz esteril. Las 
esporas fueron colectadas mediante lavado de 10s granos, contabilizadas y ajustadas 
a dosis equivalentes a lo1* esporaslha. La multiplicacion masiva se explica en Anexo 
E. Se realizaron aplicaciones equivalente a 5 x I O 9  conidias por parcela de 5 m de 
largo. Las aplicaciones siguieron la misma frecuencia (cada 15 dias) y diseiio que 10s 
tratamientos realizados para 10s nematodos (Cuadro 2), por lo cual se establecieron 7 
tratamientos, incluidos el testigo, con 6 frecuencias de aplicacion. 

Los tratamientos fueron aplicado mediante una suspension liquida pulverizada al 
atardecer y cubiertos con paja para evitar daiio por el sol. El diseAo del experimento 
fue un bloque completamente al azar, con 4 repeticiones. Las evaluaciones 
consistieron en la colecta de suelos para la realizacion de trampas de capturas de 10s 
hongos entomopatogenos, usando como cebos las larvas de Galleria rnellonella (ver 
Anexo F). Los resultados fueron sometidos a analisis de regresion y ajuste de curvas. 

3.8. Ensayos en maceta con nematodos. 

Para evaluar el efecto de la dosis de nematodos sobre el control de larvas del gorgojo 
de 10s invernaderos (Otiorhynchus sulcatus), se realizaron inoculaciones con 5 larvas 
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de irltimo instar por maceta de 1 litro de volumen, y las cuales tenian suelo 
pasteurizado. Sobre este suelo se transplantaron arandanos variedad Elliot de un atio 
de edad y en activo crecimiento. Los insectos fueron agregados a las plantas ya 
establecidas el 27 de junio del 2002, una semana despues fueron aplicados 10s 
nematodos a cada maceta en diferentes dosis, equivalentes a: 0, 100.000, 200.000 y 
300.000 nematodos/m*. Los nematodos fueron aplicados mediante un riego y en 
forma individual por maceta. 

Las plantas se mantuvieron en invernadero y se fertilizaron y regaron regularmente 
hasta la fecha de evaluacion, que fue el 3 de marzo del 2003. Las evaluaciones 
consistieron en la aftura de plantas, area foliar y peso seco de rakes. El ensayo tub0 
un disetio completamente al azar con 4 tratamientos y 10 repeticiones, donde la 
unidad experimental fue una planta por maceta. Las evaluaciones se sometieron a 
analisis de varianza y separacion de medias mediante la prueba de Tukey. 

3.9. Ensayos en terreno con nematodos. Persistencia en el suelo. 

Se establecieron tres ensayos invernales en huertos de arandanos ubicados en Freire, 
Villarrica y Purranque, mediante la aplicacion de 10s nematodos Qu-N820. 
Considerando que estos nematodos provienen de Puerto Cisne, XI region, y que se 
encuentran adaptados a las bajas temperaturas, se eligio la realizacion de 
aplicaciones de invierno, para lograr un parasitism0 en un period0 de bajas 
temperaturas y mayor humedad en el suelo, condiciones que favorecen a 10s 
nematodos entomopatogenos. Qu-N820 fue multiplicado in vivo (ver anexo D) y se 
utilizaron nematodos dauer que se obtuvieron de larvas de Galleria rnellonella. La 
colecta de dauer se realizo durante 10s cinco primeros dias desde el comienzo de la 
emergencia de nematodos desde las larvas, de manera de asegurar la infestacion en 
el suelo con 10s individuos mas agresivos y moviles. 

Para 10s ensayos de terreno 10s nematodos fueron aplicados con regaderas al 
atardecer, utilizando dosis localizadas alrededor de las plantas y equivalentes a I O5 
nematodos por m2, en suspension acuosa como medio de transporte. Las parcelas 
experimentales fueron de 10 metros lineales. Los tratamientos fueron parcelas 
tratadas con nematodos Qu-N820 y parcelas que solo recibieron agua (testigo). El 
disetio experimental fue de bloques al azar con cuatro repeticiones para Villarrica y 
Purranque, y seis repeticiones par el ensayo de Freire. 

Las evaluaciones se realizaron mediante el muestreo intensivo de 10 submuestras de 
500 mL de suelo por repeticion y para cada tratamiento, todas las muestras fueron 
colectadas cerca de cada planta. Lo anterior permitio evaluar un total de 80 
submuestras en Villarrica, 80 en Purranque y 120 en Freire. Para cada submuestra se 
determino la presencia de nematodos Qu-N820 en el suelo y su actividad parasitica, 
est0 ultimo medido en forma indirecta mediante el sistema de cebado de larvas de 
Galleria rnellonella (Anexo F). Ademas, se midio la presencia de larvas parasitadas 
con bacterias y hongos entomopatogenos, 10s que si bien no fueron aplicados a 10s 
ensayos, pueden indicar un efecto indirect0 de 10s nematodos entomopatogenos con 
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Agricola Torrelaguna 

Agricola Giddings 

respecto a la actividad de otros organismos de control biologico existentes en 10s 
suelos. La actividad parasitica de 10s entomopatogenos se midio a traves del 
porcentaje de Galleria parasitada en cada tratamiento. Los resultados fueron 
sometidos a una comparacion de medias mediante la prueba t de Students. 

Ariindanos Berckle y 9 Villarrica, IX regi6n 

Arhndanos Elliot 9 Purranque, X regi6n 

3.10. Ensayos en terreno con nematodos. Efectividad del control de cabritos. 

Este ensayo se realizo en una plantacion de arandanos o frambuesa ubicadas en las 
IX y X region. Los nombres de 10s predios, especie cultivada y ubicacion se presentan 
en el Cuadro 3. La aplicacion de nematodos, dosis, fecha y manejo fueron explicadas 
en el experiment0 anterior. A diferencia del ensayo anterior, en este cas0 se evalua la 
emergencia de adultos de diferentes especies de insectos, las cuales se obtuvieron 
desde trampas de captura de 0,5 m2 distribuidas sobre las plantas tratadas, a la cual 
se le corto el follaje antes de instalar la trampa (Foto 12). El recuento de adultos se 
realizo cada 2 6 3 dias desde que se inicio la emergencia de estos. 

A pesar que la informacion de 10s agricultores indicaban que 10s lugares a tratar 
estaban infectados con Aegorhinus superciliosus, al momento de la captura de 
insectos se comprobo que no todos tenian esta plaga, sin embargo, 10s otros 
curculionidos capturados (Asynonychus cewinus y Otiorhynchus sulcatus) son 
igualmente datiinos para las plantaciones de berries, y por consiguiente la informacion 
tiene igual validez para el manejo de plagas. 

Cuadro 3. Huertos, ubicaci6n y plagas bajo ensayo. 

INornbre del huerto 1 Especie 1 Variedad 1 Edad I Ubicaci6n 

3.11. Efecto de 10s hongos entomopatogenos en adultos de cabritos. 

Este ensayo se realizo en laboratorio mediante la aplicacion de esporas de hongos 
entomopatogenos sobre adultos de Aegorhinus superciliosus. Para imitar una 
aplicacion comercial de campo se utilizo la torre de Potter, la cual permite aplicar dosis 
conocidas de inoculo sobre una superficie determinada, para est0 se utilizaron placas 
Petri con 10 adultos de cabritos y sobre ellos se aplicaron una dosis equivalente de 
1 01* esporadha. Los insectos tratados fueron mantenidos en cajas plasticas y 
alimentados diariamente con tallos frescos de frambuesa. 
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Los tratamientos consistieron en la combinacion de tres hongos, que resultaron 
promisorios en evaluaciones previas con la coleccion de hongos entomopatogenos de 
INlA (ver Figura 6), estos fueron: 

Testigo (solo agua), 
Qu-B306, 
Qu-B323, 
Qu-M430, 
Qu-M430 + Qu-B306, 
Qu-M430 + Qu-B323, 
Qu-B306 + Qu-B323 y 
Qu-M430 + Qu-B306 + Qu-B323 

El diseAo estadistico consistio en un completo al azar con cinco repeticiones, donde la 
unidad experimental fueron 10 adultos. Diariamente se midi6 la mortalidad de 10s 
insectos y por espacio de 19 dias. Los resultados fueron sometidos a comparacion 
multiple mediante comparacion del area bajo la curva del progreso de la mortalidad. 
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4. DESCRlPClON DE LAS ACTIVIDADES Y TAREAS EJECUTADAS 

La descripcion de actividades y tareas ejecutadas del proyecto fueron las siguientes: 

4.1. Colecta de larvas y adultos de A. superciliosus. 

Se colectaron larvas y adultos de A. superciliosus desde octubre del 2000 hasta 
diciembre del 2002. Estas colectas fueron realizadas en 10s meses de verano para 10s 
adultos y en primavera y ototio para las larvas. Para realizar todos 10s ensayos 
descrito se ocuparon grandes cantidades de insectos, lo que significo una gran 
cantidad de mano de obra en buscar, seleccionar y almacenar cabritos. En el cas0 de 
10s adultos, se conto con ayuda extra por parte de 10s agricultores. 

4.2. Crianza de A. superciliosus 

Los adultos colectados en la etapa anterior fueron mantenidos en camaras de crianza, 
parte de ellos se utilizaron directamente en ensayos de seleccion de nematodos, 
inoculaciones, dosis y control en macetas. El resto fue utilizado para establecer la 
crianza, la que se realizo en camaras de crianza con temperaturas controladas. 
Mayores detalles de la crianza se presentan en el punto 3.5. La crianza de cabritos se 
inicio en noviembre del 2000 y se prolong6 hasta abril del 2003. 

4.3. Multiplicacion de nematodos entomopatogenos. 

La multiplicacion de nematodos se realizo tanto para 10s aislamientos pertenecientes a 
la coleccion, como para el aislamiento seleccionado (Qu-N820). lnicialmente estas 
cepas se encontraban criopreservados, por lo cual fueron descongelados y 
multiplicados en vivo utilizando para ello larvas de Galleria rnellonela (polilla de la 
cera) (Foto 13 y 14). Esta actividad se inicio en noviembre del 2000 y termino en 
agosto del 2003. 

4.4. Evaluacion y seleccion de la coleccion INlA de nematodos 
en tom o pa tog e n os. 

Originalmente se contemplaba evaluar y seleccionar un numero mayor de cepas de 
nematodos, lo que en la practica se restringio a solo seis aislamientos, ya que se dio 
preferencia solo a especies del genero Steinernema, posteriormente a la elaboracion 
del proyecto se constat6 que la mayoria del cepario de nematodos pertenecia a 
Diplogaster, 10s cuales son menos efectivo en el control de insectos, asi como el 
proceso de multiplicacion. La seleccion de cepas se realizo solo al inicio del proyecto, 
entre enero y octubre del 2001. 

4.5. Pruebas de dosis y tiempo letal. 

Los tiempos letales se determinaron al mismo tiempo que se evaluaba la seleccion de 
cepas. En la practica esta determinacion de tiempo no tub0 mucho sentido, ya que 10s 
tiempos en Iaboratorio son muy cortos, situacion que cambia en terreno. Determinar 
en terreno tiempos letales es imposible de lograr ya que el sistema de evaluacion de 
larvas es destructivo, al obligar a arrancar las plantas e incluso disectar las rakes para 
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encontrar las larvas. Respecto a las dosis letales solo se utilizaron tres dosis, por lo 
cual no se pudo establecer una regresion confiable para determinar este parametro. 
Sin embargo, la dosis que tradicionalmente menciona la bibliografia (300.000 
nematodos/m*) fue la que se consider6 comercial, dosis menores tambien fueron 
efectivas en ensayos de macetas. Estas pruebas se realizaron entre febrero y 
diciembre del 2002. 

4.6. Pruebas de efectividad 10s nematodos entomopatogenos. 

Estas pruebas se realizaron con el aislamiento Qu-N820, desde abril del 2002 y se 
mantuvieron hasta el termino del proyecto. Las pruebas fueron ejecutadas en placas 
Petri, mecetas y campo, en este ultimo cas0 se consideraron diferentes condiciones, 
huespedes y aplicaciones, las que se describen en cada etapa correspondiente. 

4.7. Elaboracion de una preparacion comercial capaz de proteger a 10s 
nematodos contra la desecacion y la radiacion ultravioleta. 

Esta actividad no fue lograda, la produccion comercial de nematodos 
entomopatogenos esta reducida al secreto industrial y casi no existe bibliografia sobre 
el tema. En nuestro cas0 10s productos que se mencionaron en el proyecto original 
resultaron letales para 10s nematodos, por lo cual no se pudo logra una formulacion 
comercial. Sin embargo, durante el desarrollo del proyecto se contact6 una empresa 
espaiiola que se dedica a la produccion comercial de estos organismos, y quienes 
realizaron la produccion masiva y formulacion de nematodos (Fotos 15 y 16), per0 
siempre dentro del secreto industrial. Esta produccion masiva permitib la realizacion 
de ensayos a gran escala. 

4.8. Aplicacion y dosificacion de campo. 

Originalmente el proyecto contemplaba solo hacer aplicaciones en un solo predio y en 
una superficie no mayor de 5 ha. Sin embargo, el proyecto termino con la aplicacion 
de 10,9 ha entre I O  predios ubicados desde la VI1 a X region (Anexo G). Estas 
aplicaciones masivas comenzaron en enero del 2003 y se mantienen hasta la fecha 
de este informe (Fotos 17, 18, I 9  y 20). 

4.9. Actividades de transferencia. 

El proyecto realizo seminarios en la VI1 y X region, presentaciones en congresos de 
Agronomia y Control Biologico en Chile, Argentina y Brasil. Tambien se elaboraron 
articulos divulgativos y una entrevista en el diario. 
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5. RESULTADOS DEL PROYECTO 

5.1. Seleccion del mejor aislamiento de nematodos. 

Los sintomas presentados por las larvas parasitadas de A. superciliosus fue una 
disminucion notoria del consumo de alimento, heridas en el cuerpo de color cafe 
oscuro; ocasionadas por la entrada de 10s nematodos a traves de las aberturas 
naturales de la larva (boca, ano y espiraculos), y coloration rojiza del cuerpo (Foto 4). 
La mortalidad se produjo desde el primer dia de postinoculacion, siendo el aislamiento 
Qu-N820 la mas patogenica para las larvas, alcanzando un 100% de mortalidad a 10s 
10 dias (Figura 1). El testigo no present0 mortalidad en el transcurso del ensayo. 

Transcurrido 10 dias de la inoculacion, el aislamiento Qu-N820 produjo 100% de 
mortalidad, mientras que 10s otros aislamientos no alcanzaron tal porcentaje, sin 
embargo Qu-N21, Qu-N515, Qu-N560 y Qu-N620 fueron estadisticamente similares a 
Qu-N820 (P=0,05). Solo el aislamiento Qu-N263 fue estadisticamente inferior al 
aislamiento Qu-N820 (P=0,002) (Figura 2). 
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Figura 1. Mortalidad a trav6s del tiempo de larvas de Aegorhinus superciliosus inoculadas 
con diferentes aislamientos de nematodos entomopat6genos. 
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Figura 2. Mortalidad de larvas de Aegorhinus superciliosus a 10s 10 dias de postinoculaci6n con 
diferentes aislamientos de nematodos entomopat6genos. Barras con letras diferentes indican 
diferencias estadisticas de acuerdo a1 test de Tukey (P=0,05). 

5.2. Capacidad de profundizacion del nematodo. 

Los resultados indicaron que 10s nematodos fueron capaces de atravesar las 
diferentes profundidades de suelo y parasitar a las larvas. Solamente aquellos 
nematodo que quedaron en contact0 con las larvas lograron matar el 90% de estas, 
luego del primer dia de incubacion, y superando estadisticamente a 10s otros 
tratamientos. Las diferencias anteriores (P<0,05) se mantuvieron hasta el dia 5 de 
postinoculacion, est0 sin considerar 10s 7 dias previos a la incubacion. Las otras 
profundidades de suelo se comportaron de manera similar en cuanto a la mortalidad: 
el primer dia de incubacidn se alcanzo un 50% de mortalidad promedio, para 
aumentar progresivamente hasta alcanzar el 100% a 10s 12 dias (Figura 3). 
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Figura 3 .  Mortalidad de larvas ae Aegornznus superczizosus a traves aei riempo por el nemaiodo 
entomopatogeno aislamiento Qu-N820 inoculado a diferentes distancias dentro de una columna 
de suelo. Las barras indican el error esthndar de 10s promedios (P=0,05). 

5.3. Esta blecimiento de ensayo en terreno. Aplicaciones de verano. 

Los resultados de las aplicaciones de Qu-N820 durante el verano indicaron que se 
produjo sobrevivencia de 10s nematodos y que su efectividad, medida en forma 
indirecta por el parasitismo a larvas de G. mellonella, fue en aumento a medida que se 
incremento el numero de aplicaciones, indicando una respuesta lineal (R2= 0,79) entre 
el numero de aplicaciones y el porcentaje de parasitismo de larvas (Figura 4). Sin 
embargo, el grado de efectividad fue reducida, alcanzando a solo un 38% de larvas 
parasitadas despues de cinco aplicaciones. Este resultado parcial se pudo deber a 
una mayor mortalidad del nematodo por efecto de las altas temperaturas del verano, 
la presencia de suelos secos o menor contenido de humedad, necesarios para la 
movilidad del nematodo dentro del perfil del suelo. 



24 

70 - 

6 0 -  
to 
0 

2 5 0 -  
a3 

y = 7 , 1 4 ~  - 2,59 
R2 = 0,79 

0 

Figura 4. Regresih del n~mero  de aplicaciones de nemhtodos Steinernema sp. sobre el 
porcentaje de larvas de Galleria mellonella parasitadas con nemhtodos. Aplicaci6n de 
nematodos en verano. 

5.4. Establecimiento de ensayo en terreno. Aplicaciones de invierno. 

AI igual que el ensayo anterior, se realiz6 la deteccion de nematodos en las muestras 
de suelo colectadas del ensayo y evaluadas en forma indirecta, mediante el 
parasitism0 que se produjo en larvas de G. mellonella utilizadas como cebo. Los 
resultados indicaron que se logro una respuesta tip0 curva de saturacion, explicada 
por la formula de Boltzman (x2= 96,97 y Pc0,OOI) y la cual se estabiliza en 62,4% de 
control con dos aplicaciones. La curva se comport6 indiferente a mayor numero de 
aplicaciones (Figura 5). 

Los resultados de este ensayo indican que la deteccion de nematodos en 10s suelos 
tratados fue mejor que las aplicaciones de verano, alcanzandose un mejor nivel de 
permanencia de larvas dauers y eventualmente de control. Lo anterior se podria 
explicar por las condiciones ambientales de menor temperatura y mayor humedad del 
suelo, justificando el us0 de estos organismos durante el invierno y evitar su aplicacion 
en 10s meses de mayor calor. 
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Figura 5. Regresi6n de Boltzman (X2=96,97 y P<O,OOl) del ncmero de aplicaciones de 
nematodos Steinernema sp. sobre el porcentaje de larvas parasitadas de Galleria mellonella con 
nemhtodos. Aplicaci6n de nematodos en invierno. 

5.5. Crianza artificial de cabritos. 

La crianza artificiales que se trataron de establecer durante el desarrollo del proyecto 
no lograron su objetivo, aunque se hizo un gran esfuerzo en iniciar las crianzas con 
numerosos ejemplares, durante el primer ario se trabajo con 300 adultos, de 10s 
cuales se lograron recuperar solo 348 huevos, lo cual dio una tasa muy baja de 
ovipostura (2,3 huevos/hembra), equivalente a solo un 1,5% de la cantidad de huevos 
esperada. Sin embargo, 10s huevos eclosaron casi el loo%, per0 las larvas neonatas 
tuvieron una muy baja sobrevivencia (Foto 9). Las larvas muertas fueron observadas 
al microscopio e incubadas para determinar la causa de muerte. De acuerdo a lo 
anterior, 10s resultados de mortalidad se debieron principalmente a hongos y en 
segundo lugar bacterias, lo cual puede ser consecuencia de la mortalidad natural, ya 
que no se reconocen como organismos entomopatogenos (Cuadro 4). 



26 

Causa u organism0 
Penicillium 
Bacterias 

Cuadro 4. Causa y porcentajes de mortalidad de larvas de cabritos 
(Aegorhinus superciliosus) baj o cultivo artificial. 

Mortalidad ("A) 
46,83 
29.02 

Canibalismo 
No determinada 

15,80 
6,89 

Respecto a las diferentes densidades de larvas por trozo de zanahoria, 10s mejores 
resultados se obtuvieron con 1 larval disco de zanahoria, donde se lograron larvas 
que vivieron por 3,5 meses y alcanzaron un tamafio de 4 mm de largo, antes de morir. 
Los resultados se explican por el efecto del canibalismo entre larvas, en consecuencia 
la crianza debe realizarse en forma individual para evitar perdida de individuos. 

Fecha 
13-12-01 
18-12-01 
26-12-0 1 

En una segunda temporada de crianza se partio con una poblacion de 4.619 adultos, 
desde 10s cuales se lograron colectar 776 huevos, situacion que indica que las 
hembras nuevamente no ovipusieron a la tasa esperada. Esta disminucion podria 
deberse al estres que significa para el insect0 estar confinado, la posibilidad que la 
mayor parte de 10s huevos ya hayan sido depositados a1 momento de la captura 0, con 
mayor probabilidad, la regulacion de la poblacion que pueden ejercer 10s insectos al 
encontrarse en un ambiente sobrepoblado, lo cual 10s inhibe a reproducirse o 
aumentar su ovipostura. Sin embargo, estas posibilidades necesitan futuros estudios. 

111. No adultos No huevos No larvas 
73 5 
567 
658 

Del total de huevos se observo la eclosion de 404 larvas, las que murieron 
paulatinamente, observandose falta de apetito y desarrollo de algunos hongos. La 
captura de adultos y produccion de huevos y larvas se presenta en el Cuadro 5. 

02-0 1-02 
08-0 1 -02 
16-0 1-02 
22-0 1-02 
30-0 1-02 

Cuadro 5. Captura de adultos de Aegorhinus supercillosus, ovipostura y produccidn de 
larvas en cautiverio. 

436 
3 96 144 
204 45 
134 26 8 
170 35 26 

19-02-02 
22-02-02 

396 127 12 
228 101 78 

04-03-02 
08-03-02 

128-02-02 I 153 I 57 I 45 I 
207 97 91 
203 95 95 

1 1-03-02 
TOTAL 

132 49 49 
4619 776 404 
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5.6. Evaluation de hongos entomopatogenos. 

Los aislamientos presentaron diferencias en patogenicidad, de acuerdo al test de x2. 
De 10s 19 aislamientos aplicados, 17 causaron algun grado de mortalidad en adultos 
de cabritos. El testigo y 10s tratamientos Qu-MI46 y Qu-B73 no presentaron 
mortalidad mientras duro el ensayo (Cuadro 6). Luego de algunos dias de incubacion 
en camara humeda, en I 1  aislamientos se observo emision de micelio y luego de 
esporas en las zonas menos esclerosadas del tegument0 del insecto (Foto IO). 

Cuadro 6 .  Aislamiento, mortalidad, esporulaci6n y probabilidad de similitud con el 
testigo (x2), en adultos de Aegorhinus superciliosus inoculados con distintas 
iislaciones de Meta 
No Aislamiento 

Qu-M 145b 
Qu-M 146 
Qu-M 151 b 
Qu-M 156a 
Qu-M 171a 

Qu-M 233a 
Qu-M 1 7 3 ~  

Qu-M 363 
Qu-M 421 
Qu-M 430 
Qu-B 47 
Qu-B 73 
Qu-B 187 
Qu-B 273 
Qu-B 306 
Qu-B 321 
Qu-B 326 
Qu-B 378 
Qu-B 452 
Testigo 

!izium (M) y Beaut 
IM' 

0161 
0 

0,28 
0,22 
0,39 
0,61 
0,56 
0,28 
0,22 
1,33 
0,22 

0 
0,22 
195 
1,83 
1,22 
115 

0,28 
1,22 

0 

*ia (B). 
I E' 

0 
0 

0,21 
0,18 
0, l  
0 

0,1 
0 

0,1 
1 2  
0 
0 

0,48 
o l l  1 
1,28 

0 
0,48 

0 
0 
0 

Probabilidad3 
2 ,v 

0,081 
1,000 
0,163 
0,294 
0,458 
0,094 
0,081 
0,237 
0,294 
0,025 
0,527 
1,000 
0,357 
0,094 
0,032 
0,058 
0,058 
0,138 
0,163 
1,000 

lndice de Mortalidad: C( no de insectos muertos/(n" dia x no total de insectos)). 
lndice de Esporulacion: C( no de insectos con emision de esporas /(no dia x no total de 

Probabilidad de x2 para tabla de contingencia de 2x2 entre el testigo y el respectivo lndice 

2 

insectos)). 

de Mortalidad. 
3 

Para seleccionar 10s aislamientos mas patogenicos y capaces de producir esporas 
sobre el insecto, se construyo un grafico de dispersion con 10s indices de mortalidad y 
de esporulacion de cada aislamiento, y se selecciono aquellas cepas que superaron el 
percentil 80, tanto para el indice de mortalidad como para el de esporulacion (Figura 
6). De acuerdo a estos percentiles, 10s aislamientos seleccionados fueron Qu-M430 y 
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Qu-B306, que fueron 10s que presentaron mayores indices y fueron diferentes al 
testigo (P<0,05). 
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v 
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B 273 + 

Figura 6. Mortalidad y emision de esporas en adultos de Aegorhinus superdiosus inoculados 
con distintos aislamientos de Metarhizium spp. y Beauveria spp. 

5.7. Ensayos en terreno con hongos entomopatogenos. 

5.7.1. Evaluacion del hongo Beauveria. 

Las trampas de G. rnellonella indicaron que no existio una tendencia Clara a traves de 
una curva de respuesta. A pesar que se logro alcanzar el 100% de parasitism0 con el 
mayor numero de aplicaciones, 10s valores intermedios no mostraron una tendencia 
creciente que pudieran justificar de mejor forma la curva de regresion ajustada, a 
pesar que esta alcanza un coeficiente de correlacion de 0,83 (Figura 7). En todo cas0 
se esperaria que se obtuviera una curva de saturacion similar a la del ensayo de 
nematodos de invierno. 
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Figura 7. Curva de respuesta del n h e r o  de aplicaciones de Beauveria basssiana sobre el 
porcentaj e de larvas parasitadas de Galleria mellonella con hongos. 

5.7.2. Evaluacion del hongo Mefarhizium. 

Similar al ensayo anterior, se observo un efecto positivo en el parasitism0 de larvas de 
Galleria, a medida que se realizaron diferentes numeros de aplicaciones de 
Metarhiziurn anisopliae. Sin embargo, la respuesta fue indiferente entre aplicar una o 
seis aplicaciones, encontrandose una respuesta tip0 curva de saturacion, explicada 
por la formula de Boltzman (x2= 57,72 y P<O,OOI) y la cual se estabiliza en 75% de 
control a partir de una aplicacion. La curva se comporta indiferente a mayor numero 
de aplicaciones (Figura 8). 
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Figura 8. Regresi6n de Boltzman (x2=57,72, P<O,OOl) del n6mero de aplicaciones de 
Metarhizium anisopliae sobre el porcentaje de larvas de Galleria mellonella parasitadas 
con hongos. 

5.8. Ensayos en maceta con nematodos. 

Los ensayos de inoculacion artificial en macetas con plantas de arandanos y larvas de 
Ofiorhynchus sulcafus, indicaron que las aplicaciones de nematodos mejoraron la 
altura de plantas con respecto al testigo (P<O,OOI). Las tres dosis de nematodos no 
mostraron diferencias estadisticas entre ellas, promediando una altura de 61,4 cm; lo 
cual fue superior en un 31,8% al tratamiento testigo (Figura 9). 

Respecto at area foliar de las plantas, se observo una gran diferencia entre 
tratamientos (P<O,OOI). Todas las macetas que llevaron nematodos superaron 
ampliamente al testigo, el cual present6 una desfoliacion prematura y una menor 
calidad de hojas, ya que estas se presentaron rojizas o con necrosis apical, lo cual 
disminuye aun mas el area fotosintetica (Foto 21). Entre 10s tratamientos que llevaron 
nematodos, tambien se observaron diferencias estadisticas, siendo la dosis mas alta 
la que produjo mayor area foliar (P=0,05) comparado con las otras dosis menores 
(Figura I O ) .  
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Figura 9. Efecto en la altura de plantas en macetas de arhndanos infectadas con Ottiorhynchus 
sulcatus e inoculadas con diferentes dosis de nematodos Steinernema sp. (Qu-N820). Barras 
con letras distintas indican diferencias estadisticas de acuerdo a la prueba de Tukey (P=0,05). 
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Figura 10. Efecto en el Area foliar de plantas en macetas de arandanos infectadas con 
Ottiorhynchus sulcatus e inoculadas con diferentes dosis de nematodos Steinernema sp. (Qu- 
N820). Barras con letras distintas indican diferencias estadisticas de acuerdo a la prueba de 
Tukey (P=0,05). 
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Respecto al peso seco de rakes, el analisis de varianza indico diferencias estadisticas 
entre tratamientos (P=0,02). Sin embargo, esta diferencia estadistica solo se produjo 
entre 10s tratamientos testigo y aquel que llevo la mayor dosis de nematodos, 
superando en un 52% el peso seco de las raices sin tratamientos (Figura 11). 

a 

0 100.000 200.000 300.000 

No nematododm2 

Figura 11. Efecto en el peso seco de rakes de plantas en macetas de arhndanos infectadas con 
Ottiorhynchus sulcatus e inoculadas con diferentes dosis de nemhtodos Steinernema sp. (Qu- 
N820). Barras con letras distintas indican diferencias estadisticas de acuerdo a la prueba de 
Tukey (P=0,05). 

Este comportamiento del peso seco de raices se puede explicar por que 10s 
resultados presentaron una gran variabilidad, product0 de que este insecto se 
caracteriza primer0 por alimentarse de raicillas, lo cual no afecta significativamente el 
peso per0 si la absorcion de nutrientes, traduciendose en sintomas de deficiencias en 
las hojas y defoliacion. A medida que el insecto muda a sus ultimos instares, se 
alimenta de corteza de raices, produciendo un anillado que puede matar la planta, sin 
embargo, algunas plantas responden emitiendo nuevas raices sobre el area datiada, 
lo cual influye sobre el peso seco de rakes. 

La Figura 12 muestra las diferencias visuales en la masa radicular de las plantas de 
cada tratamiento, estas diferencias visuales no se manifiestan en igual medida cuando 
se lleva a peso seco, ya que la gran diferencia esta en las raicillas, las que aportan 
poco al peso total, comparado con las raices primarias. 
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Figura 12. Efecto del dafio de larvas de Otiorhynchus sulcatus en plantas de arandanos en 
macetas e inoculadas con diferentes dosis de nematodos Steinernema sp. (Qu-N820). De 
izquierda a derecha cada planta recibi6 el equivalente a 0, 100.000, 200.000 y 300.000 
nematodos por m2. 

5.9. Ensayos en terreno con nernatodos. Persistencia en el suelo. 

5.9.1. Huerto Villarrica. 

La mortalidad de larvas de Galleria debido al parasitism0 por nematodos Qu-N820, 
alcanzo un valor de 69,6% de promedio y fue altamente significativo (P<O,OOI), 
comparado con 10s tratamientos sin aplicacion de nematodos (Figura 13). Ademas, se 
encontro un efecto de 10s tratamientos sobre las Gallerias muertas por bacterias y 
hongos entomopatogenos, en el primer0 la mortalidad de larvas llego a un 26,25% 
(P=0,018) cuando se aplico nematodos, comparado con un 2,08% cuando 10s 
tratamientos no llevaron nematodos. Sin embargo, en el cas0 de las larvas muertas 
por hongos la situation fue al reves, la mayor mortalidad (24,58%) por estos 
organismos fue en las parcelas que no fueron tratadas con nematodos, porcentaje 
estadisticamente diferente al de 10s tratamientos con nematodos (P=O,OOI). 
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Figura 13. Mortalidad de larvas de Galleria mellonella de suelos tratados con nemhtodos 
Steinernema sp (Qu-N820). Ensayo de Villarrica. 

La mortalidad por bacterias puede deberse a que 10s nematodos transportan mas de 
un tip0 de bacteria, y alguna de ellas pueden ser letales para las larvas por si solas, 
actuando el nematodo como un simple vector; de hecho la produccion de nematodos 
sufrio un importante retraso por la contaminacion con Serratia, la cual tambien fue 
patogenica a las larvas de Galleria mellonella, esta bacteria no se descarta como 
posible causa de mortalidad en terreno, aparte de la propia simbionte del nematodo 
(Xenorhabdus bovienii). En el cas0 de las larvas muertas por hongos, podria deberse 
a la mortalidad natural de las larvas product0 de 10s hongos presentes en el suelo, 10s 
cuales pudieron expresarse con mayor intensidad en las parcelas sin nematodos, 
debido a que existia una mayor poblacion viva y receptiva al ataque de hongos del 
suelo, a diferencia de las parcelas tratadas con nematodos donde un alto porcentaje 
fue muerta por este organism0 de control. Otra posibilidad es que la bacteria 
simbionte del nematodo se caracteriza por producir antibioticos, lo cual disminuye el 
parasitism0 por otros organismos oportunistas existentes en el suelo, como podrian 
haber sido 10s hongos entomopat6genos detectados en las parcelas sin aplicaciones 
de nematodos. 

5.9.2. Huerto de Purranque. 

Los resultados de este ensayo (Figura 14) fueron similares a 10s observados en 
Villarrica, la mayor mortalidad de larvas con nematodos fue en aquellas parcelas 
tratadas con Qu-N820 (67%) y estadisticamente diferente al tratamiento control (P= 
O,OOl),  seguido de aquellas larvas muertas por bacterias (33%) con una diferencia 
estadistica del control de P= 0,03. Tambien fue coincidente la mayor mortalidad por 
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hongos (21%) en aquellas parcelas sin aplicacion de nematodos (P= 0,04). Las 
razones para estos resultados son 10s mismos indicados en el ensayo anterior. 

P= 0,001 80 

-d. C/ Nematodos i 
P= 0,03C 

I 

Nematodos Bacterias Hongos 

Figura 14. Mortalidad de larvas de Galleria mellonella de suelos tratados con nemitodos 
Steinernema sp (Qu-N820). Ensayo de Purranque. 

5.9.3. Huerto Freire. 
AI igual que en 10s ensayos anteriores, se observd una aka mortalidad (80,8%) por 
nematodos Qu-N820 en aquellas parcelas que fueron tratadas con este organismo, 
difiriendo significativamente (P< 0,001) de aquellas que no llevaron aplicacion de 
nematodos (Figura 15). En el cas0 de las larvas muertas por bacterias, no existio 
diferencia estadisticas (P= 0,109) entre ambos tratamientos, aunque si una tendencia 
a mostrar mayor mortalidad en aquellos tratamientos con nematodos. Respecto a la 
mortalidad por hongos, se observo un 22% de larvas muertas y cuyo valor fue 
estadisticamente diferente (P= 0,002) al tratamiento control. Las razones para estos 
resultados ya fueron mencionadas para el ensayo de Villarrica. 
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Figura 15. Mortalidad de larvas de Galleria mellonella de suelos tratados con nemhtodos 
Steinernema sp (Qu-N820). Ensayo de Freire. 

5.10. Ensayos en terreno con nematodos. Efectividad del control de cabritos. 

5.10.1. Huerto de Freire. 

Las curvas de captura de adultos indicaron que luego de 104 dias se produjo una 
diferencia de 67,8% a favor de la parcela tratada con nematodos. El promedio de 12 
trampas por tratamiento, indic6 una captura de adultos en las parcelas testigos de 
9,33 ejemplares por m2, mientras que las tratadas con nematodos llegaron a 3,O 
adultos por m2 (Figura 16). Las primeras emergencias de adultos se registraron a 
partir del 28 de octubre del 2002 y se mantuvieron emergiendo hasta el 13 de enero 
del 2003; 75 dias despues de la primera captura en las trampas testigos. Los insectos 
capturados correspondieron al capachito de 10s frutales (Asynonychus cewinus), el 
cual se alimenta de raicillas cuando es larva y de hojas como adulto. 
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Figura 16. Efecto en la emergencia de adultos de Asynonychus cervinus desde plantas de 
arhdanos tratados con nemiitodos Steinernema sp. (Qu-N820). Ensayo de Freire. 

5.1 0.2. Huerto de Villarrica. 

Las curvas de captura de adultos indicaron que luego de 107 dias se produjo una 
diferencia de 74,8% a favor de la parcela tratada con nematodos. El promedio de 8 
trampas por tratamiento, indico una captura de adultos en las parcelas testigos de 
70,5 ejemplares por m2, mientras que las tratadas con nematodos llegaron a 17,8 
adultos por m2 (Figura 17). Las primeras emergencias de adultos se registraron a 
partir del 30 de octubre del 2002 y se mantuvieron emergiendo hasta el irltimo dia de 
colecta: 12 de febrero del 2003; 105 dias despues de la primera captura en las 
trampas testigos. Los insectos capturados correspondieron al gorgojo de 10s 
invernaderos (Ofiorhynchus sulcafus), el cual se alimenta de raicillas y corteza de 
raices cuando es larva y de hojas como adulto. Este insect0 es partenogenetico, por lo 
cual el aumento de la poblacion es exponencial, bastando un solo individuo para 
iniciar una infestacion de proporciones. 
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Figura 17 Efecto en la emergencia de adultos de Ottiorhynchus sulcatus desde plantas 
arandanos tratados con nemitodos Steinernema sp. (Qu-N820). Ensayo de Villarrica. 

de 

5.10.3. Huerto de Purranque. 

Las curvas de captura de adultos indicaron que luego de 93 dias se produjo una 
diferencia de 62,6% a favor de la parcela tratada con nematodos. El promedio de 8 
trampas por tratamiento, indico una captura de adultos en las parcelas testigos de 
68,25 ejemplares por m2, mientras que las tratadas con nematodos llegaron a 25,5 
adultos por m2 (Figura 18). Las primeras emergencias de adultos se registraron a 
partir del 11 de noviembre del 2002 y se mantuvieron emergiendo hasta el 8 de 
febrero del 2003; 89 dias despues de la primera captura en las trampas testigos. Los 
insectos capturados correspondieron al gorgojo de 10s invernaderos (Ofiorhynchus 
sulcatus), el cual se alimenta de raicillas y corteza de rakes cuando es larva y de 
hojas como adulto. 
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Figura 18. Efecto en la emergencia de adultos de Ottiorhynchus sulcatus desde plantas de 
arandanos tratados con nematodos Steinernema sp. (Qu-N820). Ensayo de Purranque. 

5.10.4. Huerto de La Union. 

Las curvas de captura de adultos indicaron que luego de 154 dias se produjo una 
diferencia de 71,6% a favor de la parcela tratada con nematodos. El promedio de 20 
trampas por tratamiento, indico una captura de adultos en las parcelas testigos de 
80,O ejemplares por m2, mientras que las tratadas con nematodos llegaron a 22,8 
adultos por m2 (Figura 19). Las primeras emergencias de adultos se registraron a 
partir del 4 de noviembre del 2002 y se mantuvieron emergiendo hasta el 17 de marzo 
del 2003; 133 dias despues de la primera captura en las trampas testigos. Los 
insectos capturados correspondieron al cabrito de la frambuesa (Aegorhinus 
superciliosus), el cual se alimenta de raicillas y corteza de rakes cuando es larva y de 
la corteza de 10s tallos como adulto. 
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En resumen, luego de una temporada de us0 de 10s nematodos entomopatogenos, 
estos lograron disminuir en un 69,2% las poblaciones de 10s insectos evaluados, 
fluctuando entre 62,6 y 74,8% (Cuadro 7). Esta disminucion ocurrio indiferente de la 
epoca de aplicacion, ya que dos localidades tuvieron aplicaciones de invierno y las 
otras dos en primavera. Ademas, se logro el control de tres especies diferentes de 
curculionidos, todas las cuales tienen importancia cuarentenaria y para el cultivo de 
frutales menores. 

Localidad I Fecha 

Freire 18/6/02 

Cuadro 7. Lugares, fecha de aplicaci6n y control de insectos con nematodos Qu-N820. 
Especie de No de adultos/m2 Diferencia 

insect0 Sin control Con nematodos (%I 
Asynonychus 3 30 993 67,8 

cervinus 
Otiorhynchus 70,5 17,8 74,8 

sulcatus 

5.1 1. Efecto de 10s hongos entomopatogenos en adultos de cabritos. 

Todos 10s hongos y sus combinaciones produjeron 100% de mortalidad al cab0 de 16 
dias de evaluacion, a diferencia del testigo que solo alcanzo un 14%. Sin embargo, 
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aquellos tratamientos que llevaron el hongo Qu-B323 fueron 10s que mostraron un 
mayor progreso en la mortalidad y alcanzaron antes el 100% que las otras 
combinaciones de hongos (Figura 20). 
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Figura 20. Mortalidad a traves del tiempo de adultos de Aegorhinus superciliosus tratados con 
diferentes combinaciones de hon os entomopat6genos. Aplicaciones realizadas en tone de 
Potter con dosis equivalentes a 10 esporasha. 1f 

AI comparar las areas bajo la curva del progreso de la mortalidad, el analisis de 
varianza indico que existian diferencias estadisticas (P<O,OOI). Todos 10s aislamientos 
fueron superiores al testigo y entre 10s aislamientos se diferenciaron aquellos que 
contenian el hongo Qu-B323, ya sea solo o en combinacion con otros aislamientos 
(Figura 21). Este aislamiento corresponde al hongo entomopatogeno Beauveria 
bassiana, el cual fue colectado por el programa de Patologia de lnsectos de INlA 
Quilamapu en rio Chaca, I region. Por consiguiente, Qu-B323 se confirma como un 
hongo efectivo para el control de adultos a dosis comerciales de 10l2 esporadha, 
restando por confirmar su efectividad en terreno. 
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Figura 2 1. Area bajo la curva del progreso de la mortalidad de diferentes combinaciones de 
aislamientos de hongos entomopat6genos inoculados en adultos de Aegorhinus superciliosus. 
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6. FICHAS TECNICAS 

La tecnologia de produccion de nematodos pasa por masificar estos organismos para 
logra economias de escala. Dentro de 10s posibles metodos de produccion el mas 
economico es la produccion en grandes fermentadores, donde se pueden logra 
concentraciones de hasta 100.000 individuos /mL. Este tipo de tecnologia no esta 
disponible en nuestro pais, en consecuencia durante el desarrollo del trabajo y para 
poder realizar las pruebas de campo, se efectuaron contactos con la empresa 
espafiola IDEBIO, ubicada en Salamanca, para la multiplicacion del nematodo Qu- 
N820 y su bacteria simbionte. Previa autorizacion del SAG, ambos organismos fueron 
enviados a IDEBIO, donde se produjeron en forma masiva, previo establecimiento de 
estandares de produccion en fermentadores de 20 litros, para posteriormente escalar 
a fermentadores de 400 litros. Tambien se realizo formulacion de nematodos en matriz 
de arcilla y reintroduccion a Chile del material formulado (Foto 15). Estos nematodo 
formulados han sido aplicados en 10s campos afectados con cabritos, dentro de las 
actividades de aplicaciones de campo (Fotos 19 y 20). 

Lamentablemente, el proceso y costos de produccion de nematodos en fermentadores 
es parte del secret0 industrial de la empresa, por lo cual no es posible incluir costos de 
produccion y costos finales de product0 comercial, al menos hasta la fecha de este 
informe. Sin embargo, se encuentra previsto que esta empresa ldebio instale una 
sucursal en Chile, durante el 2004, para la produccion de nematodos y en particular 
de la cepa Qu-N820. 

Otras fichas tecnicas que produjo el proyecto se encuentra en 10s Anexos A, B, C, D, 
E y  F. 
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7. PROBLEMAS ENFRENTADOS DURANTE LA EJECUCION DEL PROYECTO 

AI inicio del proyecto el principal problema fue la tardanza con que se comenzo el 
trabajo, el huerto originalmente considerado para 10s trabajos de campo y colecta de 
insectos, fue oficialmente entregado por el agricultor el lo de diciembre, fecha muy 
tardia para realizar un manejo agronomico adecuado de las frambuesas que existian 
en el lugar. Ademas, el huerto fue abandonado debido al sever0 daRo que habia 
recibido por 10s cabritos, en consecuencia no existio preocupacion por 10s riegos, 
fertilizacion, control de malezas y otras practicas culturales. 

AI momento de recepcionar el huerto, el ataque de cabritos era intensivo y las 
malezas cubrian por completo las plantas, las que agravadas por la falta de agua, 
presentaban un estado terminal. Tal deplorable aspect0 se trato de revertir mediante 
riegos semanales, fertilizacion y aumentando las labores de control de malezas. Sin 
embargo, y pese al esfuerzo desplegado, el huerto fue definitivamente abandonado, 
ya que nunca se pudo comprometer el agricultor a realizar las labores de mantencion, 
y para el proyecto resultaba fuera de presupuesto mantenerlo a distancia. Lo anterior 
fue suplido con otros huertos de frambuesa y arandanos que compensaron el original. 

Otro problema fue el no lograr la crianza artificial de cabritos, lo cual limit6 la 
disponibilidad de larvas y adultos para trabajar durante el period0 invernal. 
Aparentemente, el exito de una crianza artificial de Aegorhinus superciliosus result6 
mas complejo de lo que inicialmente se presupuesto, quedando varias incognitas por 
resolver antes de lograr una production exitosa. 

Durante el desarrollo de la crianza artificial de nematodos, ocurrio la contaminacion de 
la colonia de crianza, product0 de bacterias ajenas a la simbiosis Steinernema - 
Xenorhabdus, lo anterior se comprobo mediante la identificacion de muestras de 
bacterias aisladas desde juveniles de nematodos. El analisis de muestras identifico 
como principal organism0 contaminante a la bacteria Serratia marcescens, la cual se 
describe en la Iiteratura como contaminante en las crianzas artificiales de insectos y 
que tambien es reportada corn0 causante de infecciones intrahospitalarias, afectando 
principalmente el sistema respiratorio. Debido a lo peligroso que pudiera ser esta 
contaminacion, se procedi6 a eliminar la totalidad de la poblacion de nematodos Qu- 
N820 multiplicados en el laboratorio, con el consiguiente retraso que est0 significo 
para el avance del proyecto. 



45 

Ac tivid ad 

8. CALENDAR10 DE EJECUCION 

8.1. Ejecucion de actividades. La comparacion entre actividades programadas y 
ejecutadas se presenta en el Cuadro 8, de acuerdo a las actividades propuestas en el 
p royecto . 

Fecha Observaciones 
Drogramada I eiecutada 

Cuadro 8. Comparacidn entre actividades programadas y ejecutadas. 

Colecta de larvas y adultos de 
A. superciliosus. 
Crianza de larvas y adultos de 
cabrito de 10s frutales en 
laboratorio. 
Masificacih de nemhtodos 
entomopatdgenos. 

No 

1 

2 

1 u  J 

10-1 2/00 12/00- Actividad retrasada por inicio del 

1 1-12/00 12/00- Actividad atrasada debido a la 
proyecto. 

demora en el inicio del proyecto. 

11-12/00 12/00- Actividad en desarrollo. 3 

frutales en laboratorio. 
Masificacihn de nemhtodos 

10 

estableci6. 
01-12 /02 01-12 /02 Actividad permanente durante el 

11 

12 

13 

entomopatdgenos. 
Pruebas de efectividad de 10s 

14 
aiio. 

04-12 /02 04-12 /02 Sin observacih. 15 

16 
nematodos seleccionados. 
Pruebas de dosis y tiempo 

17 

04-12 /02 04-12 /02 Actividad se cumple 

18 
S/n" 

letal. 
Persistencia de nemhtados a la 
deshidratacih y rayos UV. 
[nformes de avance 
Evaluacidn de hongos 

parcialmente y en macetas. 
10-12/02 10/02-09/03 La actividad no se cumple. 

04 y 10 /02 04 y 10 /02 Sin observaciones. 
0 1-1 2/02 Actividad no  programada 

A. superciliosus . 
Crianza de larvas y adultos de 

iniciarse en octubre de cada afio. 
Las colectas se realizaban desde 0 1- 12/0 1 01-12/01 

I octubre a marzo de cada afio. cabrito de 10s frutales en I I 
laboratorio. 
Masificacih de nematodos 0 1-1 2/0 1 0 1 - 12/0 1 Actividad en desarrollo. 
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2 1 

22 

23 

24 

25 

I entomoDatbgenos en terreno 

Error de tipeo no asign6 
actividad a este ndmero 
Crianza de larvas y adultos de 
cabrito en laboratorio. 
Masificacion de nemhtodos 
entomopatogenos. 
Determinar persistencia de 10s 
nemhtados a la deshidratacih 
y 10s rayos UV. 
Evaluaci6n de campo de las 

19 Actividades de transferencia 

0 1-4 /03 

0 1 -08/03 

0 1-03 103 

01-1 1 /03 

20 Participacion en seminarios 

01-4 /03 

0 1 -OW03 

10102-09/03 

01/03- 

hurnanos 
Equiparniento 

Infraestruct. 

Movilizaci6n, 
viAtic, comb ... 1 . _ . _ 1 . _  - 

TOTAL 

26 I Informes de avance 
27 I Actividad de transferencia 

372,232 166,643 205,589 3,450,000 3,450,000 0 3,822,232 3,616,643 205,589 

0 0 0 3,014,494 3,014,494 0 3,014,494 3,014,494 0 

1,848,458 1,021,889 826,569 0 0 0 1,848,458 1,021,889 826,569 

7,273,710 4,767,486 2,506,224 0 0 0 7,273,710 4,767,486 2,506,224 

696,687 696,687 0 696,687 0 0 0 696,687 0 

3,180,000 3,180,000 0 0 0 0 3,180,000 3,180,000 0 

43,379,000 40,987,111 2,391,889 51,974,150 51,974,150 0 95,353,150 92,961,261 2,391,889 

30 Elaboracibn de informes 
3 1 Informe final 

= 1 1/02 11-12/02 

06/03 

02/04 03/04 

originalmente en el proyecto. 
Seminarios en Raihuen (VI1 

Actividad se realiza en laborat. 
de INIA OuilamaDu v Remehue. 
Actividad permanente hasta el 

La actividad no se cumple. 

Actividad aun en desarrollo. I 

Brasil. 
Presentacih en 54" Congreso 

Sin observacion. 

8.2. Resumen de costos 

El proyecto tub0 un costo total de $95.353.150, de 10s cuales FIA realizo un aporte de 
$43.379.000 (453%). El Cuadro 9 presenta el resumen presupuestario de 10s montos 
originales y reales por parte de FIA y propios. 

Cuadro 9. Resumen de aportes y gastos programados y reales. 

lRecursoso I 30,007,913 I 31 851,093 I -1,843,180 145,509,656 145,509,656 I 0 I 75,517,569 I 77,360,749 I -1,843,180 I 

iviareriaies e 
insumos 
Difusion 



47 

9. DlFUSlON DE LOS RESULTADOS OBTENIDOS 

Dentro del marc0 del proyecto se realizaron las siguientes actividades de 
t ra nsfe rencia : 

INlA Remehue (Osorno, X region): 27 de noviembre del 2003. Seminario FIA-INIA 
de “Control de burritos en berries” 

0 INlA Raihuen (Villa Alegre, VI1 region): 12 de diciembre del 2003. Seminario FIA- 
INlA de “Control de burritos en berries” 

En ambas actividades participaron tres profesionales del proyecto, cuyos temas fueron 
10s siguientes: 
Ernest0 Cisterna: Biologia de las principales plagas en berries. 
Andres France: Us0 de entomopatogenos para el control de plagas en berries. 
Marcos Gerding: Principales resultados del proyecto FIA en control de curculionidos 
en berries. 

Ademas, se efectuaron las siguientes presentaciones en Congresos cientificos: 
FRANCE, A,, M. GERDING and E. CISTERNA. 2003. Biological control of native 
curculionid larvae (Aegorhynus supercihosus and Otiorhinchus sulcatus, 
Coleoptera: Curculionidae) trough entomopathogenic nematodes in Chile. P. 80 
abstract book 8 O  Symposium de Control Biologico SICONBIOL, Sao Pedro, Brasil. 
22-26 de Junio. 

0 FRANCE, A y M. GERDING. 2003. Control del gorgojo de 10s invernaderos 
(Otiorhynchus sulcatus) con nematodos entomopatogenos nativos en arandanos. 
P. 39 Resumenes 5 4 O  Congreso Agronomico de Chile, Torres del Paine, 
Magallanes, 9-1 0 de Octubre. 

La presentacion realizada en INlA Raihuen fue reporteada por el Diario El Centro, con 
fecha 23 de diciembre del 2002, suplemento Economia, pagina 12, titulado: 
Frambueseros se ponen al dia en control biologico”. 

Las presentaciones se incluyen en el Anexo H. 
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I O .  IMPACTOS DEL PROYECTO 

Este proyecto constituye el primer trabajo con nematodos entomopatogenos nativos 
que se realiza en Chile. Anteriormente se habian usado nematodos foraneos, y 10s 
cuales fueron descontinuados, tal es el cas0 de 10s trabajos de Dutky en 1957 y 
Vasquez en 1977. Dentro del control biologico el us0 de nematodos en Chile es una 
importante innovacion en el control de plagas, dado por la posibilidad de usar un 
organismos movil en el suelo, lo que permite alcanzar sectores y plagas que se 
encuentran ocultas y fuera de alcance para otras formas de control. 

En efecto, el control de cabritos en frutales ha sido erratic0 y deficiente mediante el 
control quimico, obligando al us0 continuo de grandes cantidades de pesticidas 
inyectados al suelo, con el consiguiente daiio ambiental y a las personas. Tales 
practicas no podran ser utilizadas en una agricultura con trazabilidad y bajo impact0 
ambiental, por lo cual el tener una tecnologia de control en base a nematodos podra 
garantizar un control en armonia con el medio ambiente y sin datio para 10s usuarios y 
co nsurn id ores. 

El proyecto permitio evaluar tambien otros organismos de control, tales como 10s 
hongos entomopatogenos, 10s cuales pueden complementarse con el us0 de 
nematodos, especialmente para ayudar a reducir la presencia de adultos o como 
suplemento a las aplicaciones de nematodos al suelo. 

Product0 de estos resultados, hoy en dia existe una empresa que esta iniciando 10s 
estudios para producir nematodos entomopatogenso en Chile, lo cual creara nuevas 
fuentes laborales y tecnologia que no esta presente en el pais. La dificultad de 
controlar en forma convencional este tipo de plagas y el aumento de la demanda por 
productos inocuos y sin restriccion en 10s paises consumidores de nuestra fruta, son 
10s principales incentivos que permiten la instalacion de esta u otras empresas 
dedicadas a la produccion de organismos de control biologico 
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11. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

El proyecto permitio concluir lo siguiente: 
Existen nematodos nativos que pueden controlas la plaga del Cabrito del 
Duraznero (Aegorhinus superciliosus). La cepa mas efectiva fue Qu-N820, la 
que en condiciones optimas puede matar el 100% de las larvas al cab0 de 10 
dias. Este mismo aislamiento demostro ser efectivo para otras plagas de 
curculionidos: el gorgojo de 10s invernaderos (Otiorhynchus sulcatus) y el 
capachito de 10s frutales (Asynonychus cewinus), insectos tan importantes 
como el cabrito del duraznero. 
Estos nematodos pueden movilizarse por el perfil del suelo y alcanzar una 
plaga subterranea como es la larva del cabrito. Este desplazamiento puede 
superar 10s 20 cm en pocos dias, considerando el tamatio de la dauer del 
nematodo (menos de 2 mm). 
Los ensayos en macetas demostraron que se puede aumentar en forma 
significativa la altura de plantas, peso seco de raices y area foliar, al eliminar 
plagas como Otiorhynchus sulcatus con nematodos. 
Aplicaciones de campo de nematodos deben efectuarse durante 10s meses de 
ototio e invierno, evitando 10s meses mas calurosos, ya que las altas 
temperaturas y/o sequedad del ambiente no permitieron prosperar estos 
organismos en el suelo, al menos para las condiciones de la Vlll region. 
Aplicaciones de invierno alcanzaron un 62,4% de control, mientras que las de 
verano un 38%. 
Ensayos en distintas localidades demostraron que 10s nematodos permanecen 
en el suelo y se mantienen infectivos, al menos dentro de la temporada de 
aplicacion. 
Dosis de 300.000 nematodos/m2, en huertos comerciales de frambuesa y 
arandano, pueden disminuir la emergencia de adultos dentro de la temporada 
en: 71 % para Aegorhinus superciliosus, 68% para Asynonychus cewinus y 69% 
para Otiorhynchus sulcatus. 
Los nematodos se pueden multiplicar in vivo, en larvas de lepidopteros y 
tambien en fermentadores, sin embargo est0 ultimo requiere de mayores 
conocimientos. 
Tambien es factible utilizar hongos entomopatbgenos nativos para el control del 
cabrito, tres cepas se destacaron dentro de un total de 20 aislamientos, por su 
patogenicidad y capacidad para esporular sobre el cadaver de 10s cabritos. 
Las mezclas de cepas de hongos logran mejorar el nivel de patogenicidad en 
adultos de cabritos, acortando 10s tiempos letales. 
Estos hongos logran sobrevivir en aplicaciones de campo, notandose que para 
el cas0 de Beauveria y Metarhizium se necesitan tres y dos aplicaciones, 
respectivamente, para mantener la presencia de estos hongos en el suelo. 
La crianza artificial de cabritos demostro ser compleja y lenta, en la practica no 
se pudo acortar el ciclo normal de la plaga, incluso con temperaturas 
constantes. Tambien se constat6 una gran mortalidad de huevos y larvas de 
primer estadio, lo que dificulto, al menos bajo las condiciones de la crianza, 
contar con una produccion artificial de cabritos. 



50 

Tambien, el desarrollo del proyecto permitio constatar que la plaga de cabritos esta 
aun en expansion, y que si se deja sin control es capaz de producir severas perdidas 
economicas en varios frutales. Product0 de la presion de la plaga, la fruticultura de la 
zona Centro Sur y Sur de Chile se ve seriamente amenazada en su expansion. Por 
consiguiente, este tip0 de actividades y desarrollo de tecnologia debiera ser 
estimulada y financiada. Lamentablemente, el estudio, desarrollo y produccion de 10s 
nematodos entomopatogenos es complejo, y un solo proyecto de este tip0 es 
absolutamente insuficiente para formar conocimiento acabado sobre el tema. El 
desarrollo de la entomonematologia debe continuar si se desea establecer como 
metodo de control de plagas en Chile, para lo cual se sugiere continuar estudios en 
aspectos de: 

Biologia de 10s nematodos y su bacteria simbionte 
Prospeccion de nuevas cepas y caracterizacion 
Evaluacion del control en otras plagas de importancia economica 
Estudio de 10s metabolitos que producen las bacteria simbiontes, para us0 
agricola o animal (Foto 22). 
Sistemas de produccion masiva de nematodos y su bacteria simbionte. 
Formulaciones para distintas situaciones. 
Estudios de ecologia que permitan conocer cuales son las condiciones que 
permiten sobrevivir a 10s nematodos y mantenerse activos para evitar futuras 
reinfestaciones de la plaga. 
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12. OTROS ASPECTOS DE INTERES 

Originalmente el proyecto fue planteado para trabajar solo con nematodos 
entomopatogenos, sin embargo durante el transcurso de este se observaron la 
presencia de larvas de cabrito parasitadas con hongos, determinandose la presencia 
de Beauveria y Metarhizium, dos generos de importancia en patologia de insectos. 
Tres aislamientos (Qu-M430, Qu-B306 y Qu-B323) resaltaron por su efectividad en la 
mortalidad y esporulacion sobre adultos de Aegorhinus superciliosus. Estos hongos no 
se contraponen al us0 de nematodos y podrian ser utilizados como complementos al 
control biologico estudiado en este proyecto. Sobre estos hongos se lograron producir 
formulados de tipo comercial, respaldando la posibilidad de producir estos organismos 
en grandes cantidades y formuladas de manera que se puedan comercializar y 
almacenar por un period0 superior a 10s 6 meses (Fotos 23 y 24). La tecnologia de 
produccion, formulacion y almacenaje se esta desarrollando en conjunto con otro 
proyecto FIA denominado: Control biologico de la polilla del tomate (Tufa absoluta) 
mediante el us0 de hongos entomopatogenos, y el que actualmente esta en curso. 

Otro aspect0 de interes fue que 10s resultados del control con nematodos fueron 
aplicables a otras plagas de curculionidos, tanto o mas importantes que 10s cabritos, 
como es el cas0 de Otiorhynchus sulcafus (gorgojo de 10s invernaderos) y 
Asynonychus cewinus (capachito de 10s frutales), 10s cuales resultaron tan 
s u sce p t i b les a I parasitism o de nema tod os co m o Aegorhynus superciliosus, I og rand o 
en promedio un 68% de menor emergencia de adultos cuando 10s nematodos fueron 
aplicados en terreno (ver Cuadro 7). 
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13. ANEXOS 

A N E X O  A 

TRAMPA PARA COLECTA DE NEMATODOS 
ENTOMOPATOGENOS 

(Woodring & Kaya, 1988) 

MATERIALES 
~ 

Larvas de Galleria mellonella u otro Lepid6ptero. 
w Recipientes plasticos de 500 ml de capacidad. 

Muestras de suelo. 
w Placas Petri esteril con disco reloj y papel filtro en su interior 

Agua destilada y esteril. 

METODOLOGIA 

Poner una capa de 1 a 2 cm de la muestra de suelo en el fondo de un recipiente. 

Colocar 4 a 5 larvas sobre la capa de suelo anterior. 
Completar el volumen del recipiente con el resto de la muestra de suelo, sin 
compactar. 
lncubar alrededor de 20 a 24 "C y obscuridad por 5 a 7 dias. 
Colectar las larvas muertas o moribundas. Manchas amarillas, naranja, cafe o rojo 
ladrillo son indicaciones de un posible parasitism0 y deben colocarse en la trampa 
de White. Larvas con coloraciones negras y mal olor deben ser eliminadas. 

Preparar la trampa de White poniendo un vidrio reloj cubierto con papel filtro dentro 
de una placa Petri, esterilizar en estufa por 30 min. 
Agregar unos 35 ml de agua destilada esteril al fondo de la placa Petri de manera 
de dejar en contact0 con el papel filtro, no mojar el vidrio reloj. 
Colocar larvas sospechosas de estar infectadas sobre el papel filtro y ordenadas 
alrededor del borde del vidrio reloj. 
Lo anterior permite que 10s restos desintegrados de las larvas se muevan hacia el 
centro del vidrio reloj, mientras que 10s nematodos escapan hacia la periferia y el 
deposit0 de agua del fondo. 
Una vez que 10s nematodos comienzan a aparecer deben ser colectados 
diariamente por 4 a 5 dias, vaciando el agua con nematodos en 10s frascos de 
cultivo plano y remplazando con agua fresca la placa Petri. 
Almacenar a 5 a 10 "C por 4 meses. 
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A N E X O  B 

MEDIO DE CULTIVO PARA NEMATODOS 
ENTOMOPATOGENOS 

INGREDIENTES 

w 10 g de Peptona 

w 

w 200gdehuevos 

w 

w 50gdecebodechancho 

100 g de esponja 

480 ml de agua desionizada o destilada 

10 g de Extract0 de levadura 

150 g de harina de soya 

PREPARACION 

w 

Picar la esponja en la jugera hasta lograr trozos menores de 2 cm. 

Disolver la peptona, extract0 de levadura y harina de soya en el agua, calentando 
lentamente. 

Agregar la grasa de cerdo derretida. 

Los ingrediente anteriores y calientes se agregan a la esponja picada. 

Agregar 10s huevos a la mezcla, mezclando todo. 

Vaciar el medio-esponja en frascos hasta % volumen de su tamatio. 

Esterilizar en autoclave por 40 a 60 min.. 

Guardar en frio (6OC). 

CULTIVO DE NEMATODOS 

Colectar nematodos dauers desde la trampa de White. 

w Lavarlos con agua de pozo esteril. 

w lnocular frascos con la esponja embebida en el medio de cultivo. 

w lncubar a 18OC y obscuridad por aproximadamente 30 dias o hasta que se 
observen abundantes nematodos en las paredes del frasco. 

w Para inducir dauers, la esponja con sus nematodos son sacados a bandejas planas 
y lavados con agua de pozo esteril. 

w Las bandejas se dejan incubando por otra semana a 18OC y obscuridad. 
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A N E X O  C 

PROTOCOL0 DE PRODUCC16N DE LARVAS DE POLILLA DE LA CERA 

(Galleria mellonella) 

lngredientes para dieta de Galleria; 

100 ml Agua destilada 
420 g Af rec h o 
350 ml Melaza 
200 g Trigo molido 
100 ml Glicerina 

0,30 g Extract0 levadura 
5 ml Polivit (polivitaminas) 

P re pa ra c i 6 n : 

Se disuelve la melaza en agua tibia, luego se agrega la glicerina y se mezcla bien, se 
deja enfriar la mezcla para agregar el Polivit. Una vez terminada la mezcla anterior, se 
incorporan 10s ingredientes secos (afrecho, trigo molido, extract0 levadura), 10s que se 
incorporan y mezclan en forma manual. 

Crianza de Galleria: 

> Agregar a un contenedor provisto de tapa y ventilacih en la parte superior, 200 gramos de 
la dieta. 

> Depositar sobre la dieta 200 a 300 huevos reciCn ovipuestos sobre el medio, e incubar a 
30°C. 

> Incubar en ambiente seco y obscuridad. Las larvas alcanzarh el ultimo instar en 
aproximadamente 4 a 5 semanas. 

> Los adultos que emergen se anestesian con C02 o se enfrian en refrigerador, para poder 
manipularlos y trasladarlos a fiascos con tapa. 

> Se deposita un promedio de 50 individuos por frasco, en cuyo interior existe un papel 
encerado doblado como acordebn, el cual servira como sitio de ovoposici6n. 

> Los tres primeros dias de ovipostura son 10s de mayor fertilidad en 10s huevos. Se puede 
dejar hasta por 5 dias las polillas en el frasco. 
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A N E X O  D 

CRIANZA DE NEMATODOS IN VIVO 

Metodo simple de produccion in vivo de juveniles (dauers) 

Parasitism0 en disco Petri 

Materiales 

Placa grande de 150 x 25 mm plastica 

Papel Whatman quality # 1 

50 larvas de Galleria mellonella 

Procedimiento 

Colocar dentro de la placa Petri 50 larvas de Galleria mellonella. Sobre Cstas colocar el 

papel filtro y agregar sobre el papel una suspensidn de 3 ml de nematodos, con 

aproximadamente 2.500 juveniles por disco. 

Incubar a 25" C por 24 horas en oscuridad. 

Produccicin en disco 

Materiales: 

Sulfato de calcio (yeso) 

Agua desionizada 

Placa Petri plhstica de 100 x 15 mm 

Procedimiento 

Secar a1 aire 

Agregar de 20 ml de sulfato calcio por placa, en relacidn 1:l con agua 

Dejar 10s cadhveres de larvas de Galleria sobre la placa con yeso seco. 

La placa con 10s cadiveres de Galleria se colocan dentro de otro disco de 150 x 25 111111, 

conteniendo &e 10 ml de agua desionizada. 
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0 Colocar lo anterior dentro de una bolsa de esterilizacidn, cerrar doblando el extremo de la 

bolsa y sujetando Cste con un clips para evitar pCrdida de humedad. 

Incubar a 25OC por 7 a 9 dias en oscuridad, period0 que demora el inicio de la migracidn de 

las larvas hacia el agua. 

Los juveniles que emigran a1 agua, se colectan diariamente. 

Agregar nuevamente agua y repetir esto por 16 dias de cosecha. 

Los nemhtodos colectados se almacenan en frascos de cultivo a 4" C en oscuridad 
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A N E X O  E 

M U L T I P L I C A C 1 6 N  M A S I V A  H O N G O S  E N T O M O P A T O G E N O S  

I ngredien tes: 

100 gramos de cualquier cereal (trigo, avena, centeno, arroz). 

80 mL de agua destilada. 

Preparacion: 

P Esterilizar por 40 minutos 10s cereales dentro de frascos tipo conserveros. 

P Una vez frio se inocula con 5 mL de suspencion de esporas a una concentracion 

de I O 7  conidias/mL. 

P Se incuba en camara de crecimiento por 8 dias a 25OC y un fotoperiodo de 12 

horas luz. 

P Una vez colonizado el substrato y esporulado, las esporas se extraen lavando 10s 

granos con agua. 

P Se calcula la dosis de las esporas y se ajustan a concentraciones de aplicacion 

equivalentes a 10l2 conidiadha. 
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A N E X O  F 

M E T O D O S  D E  CAPTURA D E  ENTOMOPATOGENOS 

A TRAVES DE TRAMPAS DE S U E L O  

(PARA M E T A R H I Z I U M ,  B E A U V E R I A  Y NEMATODOS)  

0 Colocar en la base de contenedor cilindrico con tapa, seis larvas de Galleria mellomella de 

ultimo estadio, cubrir Cstas con suelo hasta el borde. Tapar el contenedor e incubar a 20°C 

en oscuridad, por un periodo de tres a cinco dias, volteando 10s frascos diariamente. 

A1 termino de la incubacidn retirar las larvas del contenedor, que debieran estar vivas, y 

lavarlas con agua destilada. 

Colocar las larvas limpias en c h a r a s  hhnedas por separadas e incubar a 24°C en 

oscuridad. 

Observar por un periodo miximo de diez dias o menor si aparecen sintomas de presencia de 

enemigos naturales. 

Comprobar la identificacidn de 10s organismos mediante cultivo en medios a base de agar si 

se trata de hongos o inoculacidn en larvas de Galleria si se trata de nemhtodos. 

0 

0 

0 
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A N E X O  G 

L I S T A D O  D E  P R E D I O S ,  S U P E R F I C I E S ,  E S P E C I E S ,  

V A R I E D A D E S  Y F E C H A S  Y F O R M A  D E  A P L I C A C I O N  D E  

N E M A T O D O S  Q u - N 8 2 0 .  



Forma 
aplicacion 

Pulverizador 

U bicacion 
geografica 

Estado 
Fenologico 

Edad 
(aiios) 

Marco de 
plantacion 

Superficie 
tratada (ha) 

Dost cosecha 

Fecha 
aplicacion 

3 x 0,75 

>est cosecha 

Empresa 

3 x 0,75 

Especie 

Post cosecha 

Post cosecha 

vegetativo 

Post cosecha 

Variedad 

2,5 x 1 

3 x 0,75 

3 x 0,25 

3 x 0,75 

Agricola 
Torrelaguna Villarrica Arandanos Elliott 9 2 21 /04/03 Goteo 

SOC. Agr. San 
JudasTadeo 

~~ 

Freire 

Cachapoal 

1.3 21 /04/03 Goteo Arandanos Elliott 2 

German Sims 
San Roman 3 x 0,25 vegetativo 

Pulverizadoi Fram buesas 4 1.5 19/05/03 

23/05/03 

Tulameenn 

Junnifer SOC. Agr. Santa 
Daniela 2,5 x 1 Receso 

vegetativo Negrete Zarzaparrilla 5 1 Surco 

Surco 1 x 3  Receso 
veg eta t ivo Inv. Hortisur S.A. Los Angeles Moras Cherokee 15 0.9 23/05/03 

22/04/03 Motobomba Serviplant Purranque Arandanos 10 0.25 Elliott 

Berries 
Patagonia 

Goteo Arandanos 0.84 24/04/03 

23/04/03 

Purranque 

La Unidn SOC. Agr. Sagalu 
Ltda Frambuesas Meecker 8 Pulverizado 

Berries Rio 
Bueno Blue Eyes 13 22/04/03 Pulverizado Arandanos Rio Bueno 

Molina Receso 
vegetativo 1 3 x 2  Agropecuaria 

Walker Prieto 
5 30/05/03 Pink Lady 1.1 Manzanas 
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ANEXO H 

A C T I V I D A D E S  D E  D l F U S l O N  

P R E S E N T A C I O N  D E  P O S T E R  8’ S I C O N B I O L ,  B R A S I L  

“ Biological control of native curculionid larvae (Aegorhynus supercihosus and 

Ofiorhinchus sulcafus, Coleoptera: Curculionidae) trough entornopathogenic 

nematodes in Chile”. 

PRESENTACION DE EXPOSlCldN EN 5 4 O  CONGRESO AGRONOMICO, CHILE. 

“Control del gorgojo de 10s invernaderos (Ofiorhynchus sulcafus) con nematodos 

entomopat6genos nativos en arandanos”. 



BIOLOGICAL CONTROL OF NATIVE CURCULIONID LARVAE (Aegorhillus superciliosus
and OtiorhYllchus sukatus COLEOPTERA: CURCULIONIDAE) WIm

ENTOMOPAmOGENIC NEMATODES IN CHILE.

Andrés franee, Marcos Gerding and Ernesto Cisternas.
INIA Quilamapu, Casilla 426, Chillán, Chile.

afranee@quilamapu.inia.c1

INIA
Quilamapu
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F1cun: 5. M.rtalty .v.. um••r A"...1lINu 6lIptrd1lDnu Iarvoe
lDocuJaled 10llh dlffen:Dt_1ft of mloDlOpolhoceolc o<..at-.

Field cxp~"'unt•. Adult e"""9"ncy indicoted statistic diffU'ence.
in fhe three locoliti~o000 for both insect pesto.

A Overoll. ot fhe end .f fhe
adutt e~ncies. an
aver'Oge .f 69.7"' (p<o.ool)
.f reducti.n wo. obser\oed
in fhe nemat~ t....ated
pIots. c.mpa....d with tha
untre.oted ones, in 1tIe
fh~ Iacolitiu. The..
....duction wos detecta~

oft", 30 doys .f tha
beginning .f A.
supuciliosus adult emer·
gency ond remain stable
aft", doy 49. indicoting a
.ingle generati.n (Fig"""
81.). Insteod. O. sv/catus
.h.wed tw. adult picks,
encled ot doy 30 and 90
fr'Om fhe beginning .f fhe
~mergency (Fig""". B Band
C).

F1cun: ~ Wueberry paDU
lDocaIaIed wIlIt S OfIIÜIryJIdttu
núubu lame per pot alld
lDoculaled 10llh O; 100; 100 aOO
300,000 oematodeslnr.

Nemcrtodc seleetian. A. supuciliosus lorwe mortality wo.~~
.ina two doys .f post inoculati.n. Iso/ate Qu--N820 produced tha
high~st mortlllity r'Ot~ (Fig~ 5) and lOO"' .f mortaJity ofter 10
doys. ~verthelus isolotu Q....N21 and Qu--N620 were statisticaJly
.imilar. Th~ control treatrnent die! not show mortlllity.

F1cun: Il. meet al .....tode opplk:atloo
.a lOdult ....rceacy al .Aqor_
6lIptr_ (A), oaci OfIIÜIrynduu
nIk_1D Poo6o (B) ud PDrnnq... (C).

6rcenhcus~ cxpcríment.
Statistic differences WU'e

.bser\Ied betwun fhe untreoted
control and fhe pato with
~matod~o. for plant .ile. ..­
_ight and I~f ~ (Figures 6).
Th~ treatrnem thot die! not
re<%i~ nematodu WU'e fh~

most affected. pcrticuJarly fh~

leaf~ which wos reduced by
SO.5. 83.4 ond 87.5"' whan wos
c.mpa""d with fhe 100: 200 and
300.000 nematodeslm>.
reo~vely.

CONa.USIONS

Table 1. S~e. cultivars ond locati.ns of fhe orchard.
used for field ""perimem.

Spccie CUltivar Ag~ ()'OQI'O) Locotian

Blueberry Brigtwell 9 Puc6n

Bluebury Elli.t 9 Ptrr'OnqOt!

Ra.pberry Muker 8 Lo Uni6n

Tw. blueberry ond .ne ro.pberry archard. nattrolly
infected with A. supuciliosus or O. su/catus WU'e used for
tield experiment. (Tabla 1). Nomatodes WU'e applied ot
fh~ end .f fhe fall season by opraying fhe ~qui""lent t.
300.000 dauerslm> with a manual .proyer. Th~

~"perimentol unito WU'e 5 m> ol.ng fh~ plont r'OW. 0nIy twa.
treatrnent. WeTe consi~ ~n eoch Iacolity. with and
with.ut nematod",. The e"perimento hod o complet~ block
duign with 5 replicon.ns.

Field~. Isolate Qu--N820 wos r~d in G.
mel/one/I" I""",e. and _~ da""" WU'e collected
fhrough fhe White·. trompo Only douers fhat emerged the
fil'st five doys from the G. mello""I/" la"""e WU'e used os
inoculum.

ncure 4. Tf1Ip for adutt emercellCJ lDslde lile
"'per1meotal pIot

The ""periment consisted in 4 tr~nts with 10
""plications. arr'Onged in a c.mplete r'Ond.miled ~sign.

The "".ults WU'e compa....d th...ugh analysi••f ""iallC%
and Tukey tut.

Ne"",todc seleetian. Six nematode isoiGtu wU'e
e""luoted agoinst A. supuci/iosus lorwe. fhe", isolotu
~ collected fr'Om~I and south~ .f Chile and
identified os St~nu_.pp. Nomatodu WU'e~ in
Go/feria meJloneJlo I""",e and .nIy douers Mre used os
inoculum ogoinst A. superaliosus. Five larYae ~
inoculoted with 50 nemat~ do""" per larva insi~ fh~

P#!tri plate with filt", paper. The 1""""" WU'e inclboted
for 10 doys in dar~. and 21°C. Mortality wos ~arded
daily. Th~ e"periment wos a complete ...ndomiled with 5
""plicati.ns. Mean comparison wos puformed ot doy 10
post inoculati.n. when fhe fil'st isolote ",,"chad 100"- .f
mortality. by using fhe Tukey test.

6""cnhous~ ~xperimw. In ard", t. e""luote fh~

~ff~venu. .f Q....N820 in O. sulcatus. O~ year
blueberrr plant•• cultivor Elliot. w",e plonted in 20 cm
diometer pato. inoculated previ.usly with 5 O. sulcatus
larvae. Aft", 7 doys diff",~nt doses .f do"",~~.
WU'e opplied .n fhe pat ....faCt!S by .praying fh~

~ui""lent t. O: 100.000: 200.000 and 300.000
~matodeslm>. Tha planto WU'e kept in 9""enhouse ond
wotered os needed. Aft", 250 doy. fhe plant. WU'e
""mo~ fr'Om fhe pato. "",",!red fheir .ize. root dry
_ight and I~f ar~.

Th~ nematode Qu--N820 (Steinu_ .p.) wa. able t. control twa importont ins«t pest (Aegorhinus supraliosus and
Oti4rhytJchus su/catui') in ....pbury and blueberry erops. Th~ Iob. ~nh"""" ond fi~ld experimento confirmed fhat fh~ use .f
nematodu moy reduce insect papuloti.ns. allowing a .ubsequent plant recovering. In arder fa confirm fh.........ult. lorge oreas
ara been treated dtring fh~ ","sons (about 12 00). t. confirm fhe applicability and effecti....;ne" .f fhe c.ntrol fh...ugh
ent.mopoth~nic nematodu.

Ftrth",,,,,,,,,,. fh~ emergency .f odult. wos ""corded
dtring fhe surnmor. Tw. odult trops per plot WU'e ploced
insid~ fhe experimental unit (Figtre 4). Adult emergency
wos re.cordede~ other doy. An analysi••f VlriallC% wos
performed with fh~ baiting ond emergency doto. and mean
c.mparisons were occ.mplished with fhe Tukey test.

F1cure l. Adulu al Ot/DrlIyrtduu ntk.- (A), o1ld ,,01.,._
_-(B) f_C.o o nupberTy.

The iarwe .f both i~ produce extensive darnoge. t.
fh~ ..- system. by f~ing from fh~ OOiry ..-. (O.
sulcatus. Figtre lA) or fr'Om fhe ..- cort~x (A.
supuciliosus. Figtre 2B).

F1cun: 2. Root cIoJDqe Cllwed by 1alYll. al Ot/DrlIyrtduu
_(A), .,dA.,...-__ (B).

Ro.pberry and bluebury are important co.h erops in fhe
c~ntrol ond south",n areos af Chile. They requi"" high
investment and intensive hond Iabolr. A normol erop last for
12 t. 15 yea-s. however. fhe domage produced by A.
supuci/iDsus and O. sulcotvs....duce fhe Iongevity fa 4 or 5
years. with tha consequently ineome ....duction. The
chemicol contr'Ol .f .uch inooct. h.~ _n ineffective. due
t. fh~ iarwe ""main far .ff fhe products. However.
entomapoth~nic nmlO1'odes con mo~ ol.ng fhe soil p"'file
looking for I""",~. e~n insid~ fh~ ..- syst~m. Buidu. fhe
use tha nematode o'lOid tha opplicotion .f t."ic products
fhot are aff~ngofh", soil .nimal•.

Th~ ob~ .f fhi. work wos fa ~",Iuat~ fh~ use .f a
Chil~n ent.mopafh~nic nematade (Q....N820). in
....pbury ond blueberry orchards affected by A.
superciliosus and O. su/catus.

The.. ..- f~ing produce unspecific f.liage sympt.ms.
fhat look lilu: a gener'Oliled wilting and nutri~nt ~ficiencie.

(Figtre 3).

Th~ native cll'CUlionids: OtiorhytJchus sula1tus ond
Aegorhinus supucilosusore consi~ importont pests due
fa fh~ imnsm domoge <:<Il-.l by fh~ lorwe fa diffU'ent
crops. such os poshre. cereol•• ond some bromble fruit
_ In fh~ South .f Chil~ fh~ d"'""9" hod _n
increosing consickrobly in fha Iost )"'OI'S••peciolly in cosh
erops lilu: bluebury ond ....pberry. Tha odults .f both
.peciu rest dtring fh~ doy ond octivot~ ot .unset. fhey
f~ fr'Om I~ves (O. sulcatus. F'9tre lA) or stem bork (A.
supuci/iDsus. Figtre lB). but .uch domoges ore economicolly
worthless.

JI1&un: 3. ,....C. sympl.... CIIused by Iarv.. al Olú>r1ryttdrlu
n'¡ubll ud A.,..._ "'ptr_ 00 blueberry (A) ud
n.pberry (8) pIaots.
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ELCENTRO Lunes 23 de diciembre de 2002 

n 1 

- -  a1 - *  dia en control biolbgico 
u n  n h e m  Cercano a ~ o s  40 produiiots 

gico aplicado a este tip0 de cultivo desti- 
nadotantodconsumohternopero,pnn- * a. de productos quimicos en la 
unseminariotallerrealizadoenVilla Ale- d produccih, ademhs de la 

La finalidad del proyecto 
del centro de investigacih 
“Raihukn” es reducir el us0 

de frambuesas de la SCptima Regibn co- 
nocieron aspectos sobre el control biol6- 

cipalmente, de exportacibn, a traves de 

. 

gre, en el centro de investigaci6n 
“RaihuBn”, perteneciente a1 Instituto 
Nacional de Investigacibn Agropecuaria. 
Durante el encuentro se mostraron 10s 
avances del proyecto que fuera reiniciado 
el aiio 2001, que cuenta con el 
financiamiento de la Fundacibn de Inno- 
vacibnAgraria(FIA), yque tieneporfina- ‘ 

lidad colaborar cod 10s agricultores en la 
necesidad de reducir el us0 de productos 
quimicos y, de esta manera, combatir 10s 
problemas que afectan a 10s frutales en 

. . forma m L  dciente, mediante el control 
. biolbgicoadecuado. - . . ’  

himismo, se inform6 a 10s agridtores 
sobre criterios de pduccibnlimpia, ton- 
trol biol6gico y la disminuci6n de pro- 
ductos quimicos. 
El taller,dirigido aprodu&, agriculto- 

I 
I 

I 
ternas, An& France y Marcos Gerding. 
El proyecto se extenderi hasta fines del 
aiio 2004. 

MTIVINICULTURA DE PRECISION 
Asimismo, el centro d e  investigacibn 
“RaihuCn“ redim5 hoy la reunibn de  
constitucidn del grup de discusi6n per- 
manente del proyecto de %tivinicultura ’ 

de precisi6n”. 
Cabe seaalar que en el aiio 1997 el INIA 

I introduccih de priicticas 
de produccih limpia. 
Asimismo, la entidad 
llevar6 a cab0 hoy la 
constitucih del grupo de 

’ discusi6n permanente del 
proyecto de vitivinicultura 
de precisi6n 

gentina, Australia, Inglatem y Estados 
Unidos ya poseen proyectos deinvestiga- 
ci6n y desarrollo de la agricultura de pre- 
cisi6n en cultivos tradicionales como ti- 
go, soja, maiz y algod6n. 
F h e n t e ,  en octubre del 2001, el FIA 

didde nuevas tecnologias que pueden ser 
utilizadas para capturar y analizar infor- 
maabn georeferenciada de una unidad 
de produccibn con el tin de aumentq la 
eficiencia en el manejo y mejorar el ren- 
dimiento de la calidad de 10s cultivos. 
Esta linea de investigaci6n ha sido con- 
formada por un equip0 de investigadores 
dedistintas especialidades que en su con- 

sibn del INL4 (ITAF’). 
himismo, en el aiio 2000, luego de tres 
aiios de investigacicin y transferencia en 
agricultura de precisi6n en cereals y re- 
molacha, el INIA redefinib su estrategia 
de investigacibn y dirigio la linea hacia 
10s cultivos industriales, 10s frutales y las 
vides, enconsideracicin alosrequerimien- 
tos de mavor rentabilidad que exige la 

Se inform6 a 10s agricultores 8 

sobre criterios de producci6n 
limpia, control biol6gico y la 
disminuci6n de productos. 

quimicos 

apmb6 el financiamiento del p&o de 
‘Desarrollo delaTecnologiadeManejo Sitio 
Especifico en Viiedos para mejorar la cali- 
dad de la uva avinifmr”, el cual fue presen- 
tad0 por el ITAF’ para ser ejecutado en la 
Sptima Regibn dumte  el 2001 y 2005. 



60 

ANEXO I 

SECUENCIA FOTOGRAFICA D E  APLICACIONES COMERCIALES 

D E N E M A T o D o s E N T E R R E N O  

c 

Foto 1.  Adult0 de cabrito y su daiio en la 
cort eza. 

Foto 2. Larvas de cabrito y su dairo en la raiz. 

roto 3. Uaiio de cabritos en phtacion de 

' I  

Foto 5. Larvas de cabrito usadas para ensayos: 

Foto 4. Cabrito parasitado por nedtodos, la 
larva se muestra hinchada y de color rojizo. 

I 

Foto 6. Inoculacih de h a s  de Galleria 
meZZoneZZa con neMtodos. 
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F " 7  

I 

I 

I 

Foto 1 1. Colonia pura de Metarhizium 
anisopliae. 

Foto 12. Trampa de cap- de adultos de 
cabritos y otras plagas subterrheas. 
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I '  I 

Foto 14. Sistema de captura de nedtodos Foto 13. Sistem UG ~IUUUWUII UG Ilematodos 
in vivo mediante inoculacion de Galleria. r"; --*,-~fia desde larvas inoculadas. c 
Foto 15. Envases con nedtodos fomulados. Foto 16. Dilucion del formulado en m a .  

1 

I ' ;  m 
Foto 17. Filtrado de nemhtodos. Foto 18. Vaciado a estanaue de dosificacih. I 
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II 
Foto 23. Esporas de hongos formuladas a1 
VaCiO. pellets. 

Foto 24. Esporas de hongos formuladas en 
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