N2

PONTIFICIA
\ UNIVERSIDAD

CATOLICA pE
VALPARAISO

FACULTAD DE
CIENCIAS AGRONOMICAS
Y DE LOS ALIMENTOS

TALLER DE TiTULO

PROYECTO DE INVESTIGACION

Estrategias de manejo sustentable de S. sclerotiorum en lechuga
con microorganismos benéficos

PIA MARTINA GONZALEZ BROWNE

QUILLOTA, CHILE

2019



indice

T & == 1 3 1= o 1
2. Definicion del problema ... .. cssre e ssn e nmn e e nnan 2
B T o Yo L= - SR 4
3.1. Justificacion de @ NIPOtESIS..........cooiiiiiiieeeee e 4
L B 0 o =1 4 Yo X P 5
4.1. ODJELIVO GENETAL ... ..ttt 5
4.2. ODbjJetivoS ESPECITICOS ..uvviiiiiiiiiiiieeeee e 5
5. EStado del Arte........cceiiiieiiiinri s 6

5.1. Lalechuga es el segundo cultivo horticola de mayor superficie en Chile, abasteciendo

totalmente [a demanda INEINA . .......oono e e 6

5.1.1. Los agroquimicos son ampliamente utilizados en el cultivo de lechuga,

pudiendo ocasionar dafios €N 1a Salud................uuueiiiiiiiiiiiiii . 6

5.1.2. La mayoria de los productores pertenecen a la agricultura familiar campesina,

presentando problemas de inocuidad en sus productos ...........cccccuveeeieenieiniinnieeninennnns 7

5.1.3 Sera necesario disminuir el uso de agroquimicos en la AFC para cumplir las

exigencias del MEercado ..o 8

5.2. La pudricion blanca de la lechuga genera pérdidas econdémicas en cultivos de otofio-

iNvierno en distintos GradOs ........cooi i 10

5.2.1. Sclerotinia sclerotiorum afecta el cultivo de lechuga en diversos estados de

desarrollo, generando distintos grados de dano...........ccccveeieieeiiiiicciiicecee e 10

5.2.2. Sclerotinia sclerotiorum produce la infeccion en forma de micelio o0 ascospora,

AIfICURANAO €1 CONIOL ... et 11

5.3. Las estrategias de control son principalmente quimicas, induciendo el desarrollo de

resistencia del patégeno a ingredientes activos...........cccccciiiiiiiiiiiiiiiciecc e, 12



5.3.1. El control quimico de Sclerotinia sclerotiorum no representa un potencial dafio

si es realizado de manera adeCuada .............ccooiiiiiiiiiiiiciie e 13

LS 1 =3 e Yo o e o | - T SO 15
6.1. UDIicacion del ENSAYO0 .........uuiiiiiiieeeie e 15
6.3. Obtencion de MICroOrganiSMOS ........ccccuuiieeiiiiiee e eeee e e e e e e e eneee e e e nnneeeas 15
6.3.1. Multiplicacion de microorganismos benéficos ...........cccccviviiiiiiiiiei e 15
6.4.  ENSAYOS IN VIO ..ooiiiiiieieeee e 17
6.4.1. Evaluacion de la compatibilidad entre los microorganismos benéficos........ 17

6.4.2. Evaluacion del antagonismo de los microorganismos benéficos contra el

0721070 =Y o o T PR 18
6.5, ENSAYOS IN VIVO...oiiiiiiiieiiiiie ettt 19

6.5.1.  Evaluacion del control de la podredumbre del tallo con microorganismos

benéficos bajo condiciones controladas ..............ccooviiiiiiiiiiiei e 19

6.5.2. Evaluacion del control de la podredumbre del tallo con microorganismos

benéficos bajo condiciones de CampPO .........eoviiiiiiie i 22

8. Bibliografia .......c.cccceiiiiiiiiii e ———————— 23
9. Plan de trab@jo ........ccccimirinieir i 29
9.1, Carta GaAntl ... e 30
10. Resultados eSPEerados .........cococccieimiriririiiccssmrr s s s sssmn e e e s smmne e e e e e e mnne s 31
11. Cargos Y fUNCIONES.......ccceiiiiiri e 32

P =T U T =S o 34



1. Resumen

El cultivo de lechuga representa el 9,2% de la superficie cultivada con hortalizas a nivel
nacional, con 6.518 hectareas. La principal causa de pérdida en campo se debe a la
podredumbre del tallo, enfermedad causada por Sclerotinia sclerotiorum, causando
pérdidas de produccion de hasta un 10%, las que pueden alcanzar valores cercanos al 78%
cuando no es controlada, siendo mas frecuente en los meses de otono-invierno. La
implementacion de estrategias de control sustentable permitirian reducir las pérdidas
ocasionadas por el hongo, siendo una alternativa inocua para el medio ambiente y los
consumidores. El presente proyecto pretende contribuir a la disminucion de la incidencia de
la enfermedad podredumbre del tallo en un cultivar de lechuga escarola en la V region
durante los meses de otofio-invierno, a través de la investigacion del uso de dos cepas
nativas de hongos que son considerados potenciales biocontroladores de S. sclerotiorum.
Para lograr los objetivos propuestos se realizaran experimentos en laboratorio para evaluar
la compatibilidad entre los microorganismos benéficos, evaluar el control de las cepas
nativas en el crecimiento micelial y germinacion de esclerocios, esperando que los
microorganismos benéficos sean compatibles entre siy que las cepas nativas de los hongos
inhiban exitosamente el crecimiento del micelio y la germinacion de esclerocios de S.
sclerotiorum. Ademas, se realizaran ensayos bajo condiciones de campo en los meses de
otofo-invierno en un predio agricola que posea historial de la presencia del hongo
fitopatdgeno, de los que se espera que en presencia de arroz inoculado con los
microorganismos benéficos, las plantas disminuyan drasticamente la incidencia de la
podredumbre del tallo. Paralelo al avance de las investigaciones, se realizaran actividades
de difusion, con el fin de promover el uso de estrategias de control sustentables, las que
una vez implementadas disminuirian las pérdidas de lechuga escarola por el ataque de este
hongo fitopatdogeno en al menos 10 puntos porcentuales. El proyecto tiene una duracién de
4 afios y un costo total de 314,4 MMS$, de los cuales se solicitan 209,03 MM$ a FONDEF,

cubriendo la diferencia con el aporte institucional de la PUCV.



2. Definicion del problema

El cultivo de lechuga representa el 9,2% de la superficie cultivada con hortalizas a nivel
nacional, con 6.518 hectareas. La produccion se concentra principalmente en las regiones
de Coquimbo, Metropolitana y Valparaiso (INE, 2017). La principal causa de pérdida en
campo en el cultivo se debe a la enfermedad pudricion del cuello provocada por Sclerotinia
sclerotiorum, siendo mas frecuente en cultivos cosechados entre los meses de junio y
agosto (Saavedra et al., 2017). Esta enfermedad genera dafos en distintos grados, desde
una disminucién de la masa de la cabeza hasta la muerte de la planta (INIA, 2016). En
ensayos de variedades de lechuga realizados en la regiéon de Coquimbo entre los afios
2006 y 2009, se demostré que la incidencia de la enfermedad podia alcanzar un 78,9%
cuando esta no es controlada (Navarro et al.,, 2010). Para el afio 2009 las pérdidas por
hongos, principalmente S. sclerotiorum eran equivalentes a 700 hectareas (Sepulveda y
Rebufel, 2009).

Existen estrategias de control quimicas, culturales y biologicas, siendo la primera la mas
utilizada (Correa et al., 2017). INIA (2016) recomienda el control quimico con un enfoque
preventivo con Boscalid, Piraclostrobin e Iprodiona, entre otros. Sin embargo, su aplicacion
se restringe al periodo de verano por la naturaleza de los quimicos, dificultando el control
durante los meses de otofio-invierno, que es cuando la enfermedad es mas frecuente. La
estrategia de control puede dejar residuos de los productos quimicos utilizados en las
hortalizas de hoja (Correa et al., 2017), que posteriormente son consumidos por los
compradores, pudiendo ocasionar problemas para la salud (Del Puerto et al., 2014; Camino
et al., 2011). De esta manera, es necesario explorar nuevas alternativas de control que

ademas de ser eficaces, no signifiquen un riesgo para la salud de los consumidores.

La aplicacion conjunta de estrategias de control quimico con practicas culturales y control
biolégico contribuyen a disminuir la aplicacion de agroquimicos en el cultivo de lechuga, v,
en consecuencia, podrian disminuir el riesgo que significan sus residuos en las hortalizas
de hoja para la salud humana. Se ha estudiado el control de S. sclerotiorum mediante el
uso de diversos microorganismos como Aspergillus piperis, Bacillus pumilus, Streptomyces
albulus, Trichoderma harzianum, entre otros, la mayoria bajo condiciones in vitro.

Coniothyrium minitans bajo condiciones de campo produjo resultados significativos en el



control de la enfermedad (Chitrampalam et al., 2010) y ya existe un producto comercial a

base de este hongo llamado Contans WG que esta siendo evaluado en Chile.

Existen productos de control biolégico comerciales disponibles en nuestro pais a base de
Trichoderma spp. para Sclerotinia sclerotiorum. Entre ellos se pueden mencionar
Trichonativa, Harztop y 3 TAC (Montealegre, 2013). Sin embargo, estos productos estan
orientados al control de una variedad de hongos fitopatdgenos, incluido S. sclerotiorum, sin
embargo, no se ha reportado un control tan eficaz de S. sclerotiorum como el obtenido con

productos quimicos bajo condiciones de campo.

En consecuencia, existe un gran numero de posibles controladores biolégicos que han
demostrado su efectividad bajo condiciones in vitro y bajo condiciones controladas, siendo
necesario evaluar su eficacia bajo condiciones de campo en nuestro pais, considerando las
condiciones edafoclimaticas y las variedades utilizadas. En el presente proyecto se
evaluara la eficacia en el control de S. sclerotiorum con los microorganismos benéficos
nativos Clonostachys rosea y Trichoderma viride bajo condiciones de campo en la region
de Valparaiso. Los resultados de este proyecto eventualmente permitirian desarrollar
productos inocuos para el control de la pudricion del cuello en lechuga, que puedan ser
usados por los productores de la region en sus predios, minimizando las pérdidas

econdmicas provocadas por la enfermedad de una manera sustentable.



3. Hipotesis

Las plantas de lechuga trasplantadas en suelos inoculados con Clonostachys rosea y
Trichoderma viride presentan una menor incidencia de la podredumbre del tallo,
permitiendo reducir las pérdidas de plantas provocadas por la enfermedad durante todo el

cultivo.

3.1. Justificacioén de la hipétesis

Sclerotinia sclerotiorum es el principal hongo fitopatdégeno en lechuga, agente causal de la
pudricion del cuello (Sepulveda y Rabufel, 2009), enfermedad que provoca distintos niveles
de dafio en el cultivo. Puede generar desde una disminucion en el peso de la cabeza hasta
la pérdida total de la planta. Actualmente se recomienda una estrategia de control quimico
con Boscalid, Piraclostrobin e Iprodiona (INIA, 2016). Estos productos pueden dejar
residuos en las hojas (Correa et al., 2017), que al ser consumidos podrian ocasionar
problemas en la salud humana (Del Puerto et al., 2014; Camino et al., 2011). El control con
microorganismos no representa un riesgo para la salud de los consumidores y puede ser
tan eficaz como la estrategia de control quimica (Chitrampalam et al., 2010). Clonostachys
rosea y Trichoderma viride han demostrado una importante inhibicién en el crecimiento
micelial de S. sclerotiorum bajo condiciones in vitro, pero no han sido evaluados in vivo,
presentandose como una posible alternativa para el control de la enfermedad (Rodriguez
et al., 2011; Santos and Dhingra, 2011).



4. Objetivos
4.1. Objetivo general

Reducir la incidencia de la podredumbre del tallo en lechuga escarola en la V region en los

meses de otofio-invierno a través del uso de microorganismos benéficos.

4.2. Objetivos especificos

1. Evaluar la compatibilidad entre los microorganismos benéficos in vitro.

2. Evaluar la inhibicién de Sclerotinia sclerotiorum por la accién de dos microorganismos

benéficos.

3. Evaluar la incidencia de la enfermedad en plantas trasplantadas a sustrato inoculado con
microorganismos benéficos y S. sclerotiorum bajo condiciones controladas y condiciones

de campo.



5. Estado del Arte

5.1. La lechuga es el segundo cultivo horticola de mayor superficie en Chile,

abasteciendo totalmente la demanda interna

Practicamente la totalidad de la superficie de lechuga en Chile tiene como destino el
mercado interno. El cultivo de lechuga representa cerca del 10% de la superficie de
hortalizas a nivel nacional (INE, 2017), cuyos volumenes en las exportaciones representan
menos del 1% de la produccién nacional y no se registran importaciones (ODEPA, 2017).
En el afo 2011 se registrd6 como la hortaliza mas consumida en Chile (Correa et al., 2017),
cuyos principales mercados son ferias agricolas, supermercados, ferias libres y
restaurantes (Correa et al., 2017). El cultivo de lechuga en Chile es de gran importancia en
el mercado nacional. La mayor parte de la produccion se emplea en abastecer la alta

demanda interna.

5.1.1. Los agroquimicos son ampliamente utilizados en el cultivo de lechuga,

pudiendo ocasionar daios en la salud

Los fungicidas, entendidos como todo producto quimico aplicado a un cultivo con el fin de
eliminar o impedir el crecimiento de los hongos en los cultivos, son sumamente utilizados
en la produccion de lechuga. Los residuos de fungicidas se acumulan en las hojas y pueden
provocar dafios a la salud del consumidor. Dependiendo de la dosis y naturaleza quimica,
pueden tener efectos agudos y croénicos en la salud, como intoxicaciones producto de una
exposicion de corto tiempo y patologias vinculadas a la exposicién a bajas dosis por un
largo tiempo, respectivamente (Del Puerto et al., 2014). Se han definido los limites maximos
de residuos (LMRs), entendidos como la maxima concentracion de residuos de un
plaguicida para que se permita su presencia al interior de productos alimenticios de
consumo humano, a partir del Codex Alimentarius (Correa et al., 2017). Un 76% de las
muestras de lechuga analizadas por INIA de producciones de las regiones Metropolitana,
de O’Higgins y Coquimbo, contienen residuos de Metamidofodos, Imidacloprid, Iprodione,
Ditiocarbamato, Boscalid, entre otros, y un 34% de estas muestras presentan

concentraciones de los residuos mencionados superiores a los LMRs (Correa et al., 2017).



La demanda nacional de hortalizas se concentra principalmente por los quintiles mas altos
del pais (Araneda et al., 2016), los que comienzan a tomar conciencia de la necesidad de
consumir productos de mayor calidad que involucren un bajo contenido de residuos de
agroquimicos que no tengan repercusiones en su salud. El principal desafio en cuanto a
produccién es minimizar el uso de agroquimicos, de forma que las concentraciones de

residuos en los alimentos se mantengan dentro de los LMRs y que sean minimas.

5.1.2. La mayoria de los productores pertenecen a la agricultura familiar campesina,

presentando problemas de inocuidad en sus productos

Los principales productores de lechuga pertenecen a la agricultura familiar campesina
(AFC), los que se enfrentan a un mercado cada vez mas exigente. La agricultura familiar
campesina, definida como un modelo productivo agricola cuya organizacion se basa
principalmente en la mano de obra familiar (Berdegué, 2014), presenta problemas en
cuanto a produccion, comercializacion, calidad e inocuidad de las especies horticolas
cultivadas (Correa et al., 2017). La inocuidad es entendida desde el punto de vista de como
los alimentos son producidos, elaborados y manipulados, como aquellos que no ocasionen
problemas para la salud, ya sea por la presencia de patégenos o por la acumulacién de
sustancias quimicas en los tejidos (ODEPA, 2005). Este ultimo factor es de mayor
importancia en la actualidad, debido al uso indiscriminado de agroquimicos en la agricultura.
De acuerdo con una encuesta realizada por INIA a productores de lechuga de las regiones
Metropolitana, Coquimbo y de O’Higgins, la mayor parte de la produccion de lechuga se
realiza al aire libre, por lo que su control sobre las variables climaticas es nulo, lo que
ocasiona que la incidencia de plagas y enfermedades pueda ser muy alta (Correa et al.,
2017). Por otra parte, son producidas bajo condiciones de monocultivo, con nula o escasa
rotacion de cultivos, favoreciendo la alta incidencia de plagas y enfermedades, provocando
en consecuencia que se utilicen productos quimicos muy potentes para su control. Sobre
el 50% de los productores encuestados por INIA reconocen no utilizar un manejo integrado
de enfermedades, entendido como una estrategia que previene el dafio econémico a través
de diferentes técnicas como el control biolégico, practicas culturales, conocimiento de la
biologia y condiciones ambientales favorables para el desarrollo de la enfermedad,
permitiendo reducir el uso de productos quimicos, los que son utilizados como ultimo

recurso (Correa et al., 2017). Al utilizar el control quimico como primera alternativa, los



residuos acumulados en hortalizas de hoja son muy superiores a lo que serian si se
implementara un manejo integrado de enfermedades. Los productores de la agricultura
familiar deberan encontrar nuevas soluciones al control de enfermedades, que
complementen las utilizadas actualmente. A través del manejo integrado se podran mejorar

los problemas de inocuidad a los que se enfrentan los agricultores.

5.1.3 Sera necesario disminuir el uso de agroquimicos en la AFC para cumplir las

exigencias del mercado

El uso de agroquimicos en la agricultura familiar es intensivo, siendo un riesgo para su
insercion en el mercado futuro. Correa et al. (2017) sefalan que el uso inadecuado de
agroquimicos se debe principalmente a un desconocimiento de las condiciones en que se
esta trabajando el cultivo, realizando excesivas aplicaciones de estos productos, cuyos
ingredientes permanecen como residuos en la planta. Ello es especialmente critico en las
especies de consumo de hojas como la lechuga, repollo, acelga, espinaca y apio. A nivel
mundial, los consumidores comienzan a exigir cada vez mas informacion respecto a como
son producidos los alimentos y que estos sean inocuos y seguros (ODEPA, 2005). La
tendencia mundial respecto a producciones sin agroquimicos ha ido en aumento, mientras
que en Chile la superficie de hortalizas organicas ha tenido fluctuaciones importantes desde
el afio 2014 con 683 hectareas, para alcanzar su maxima en el 2015 con 1.155 hectareas
y disminuir drasticamente el aino 2016 con 499 hectareas, mientras que la importacién de
productos organicos va en alza (Eguillor, 2017), lo que muestra una tendencia en el pais al
consumo de productos inocuos. Esto representa un desafio para el manejo de los sistemas
productivos como los de la agricultura familiar campesina, ya que se deberan implementar
nuevas formas de controlar las plagas y enfermedades para cumplir con las exigencias de
calidad de los consumidores, disminuyendo el uso de agroquimicos. El uso indiscriminado
de agroquimicos significara una limitante para el ingreso de los productos de la AFC a los

canales de comercializacion en un futuro cercano.



5.1.3.1. El control biolégico de enfermedades disminuye el uso de agroquimicos al

realizar un manejo integrado de enfermedades

El uso de biocontroladores como parte de un manejo integrado puede suplir y disminuir las
aplicaciones de agroquimicos. El manejo integrado involucra un conjunto de practicas
culturales, quimicas y biolégicas orientadas a prevenir y controlar el desarrollo de
organismos que ocasionen dafos economicos al cultivo, teniendo en cuenta el uso de
plaguicidas quimicos unicamente cuando sea estrictamente necesario (FAO, 2018). Los
productos desarrollados a partir de biocontroladores para el control de una enfermedad son
altamente especificos contra el organismo objetivo y a diferencia de los productos quimicos
representan un bajo o nulo riesgo para la salud de las personas y medio ambiente (Nava et
al., 2012). El control bioldgico consiste en regular o suprimir el potencial reproductivo de
organismos a través del uso de parasitos, depredadores y patégenos (Gonzalez & Rojas,
1966). Este tipo de control ha estado presente en Chile desde 1915, sin embargo, desde
1992 ha incrementado de manera significativa y ha estado enfocado en el control de hongos
mediante el uso de hongos del género Trichoderma y bacterias del género Bacillus
(Montealegre, 2013). Sabaté et al. (2018) realizaron ensayos de control biolégico en poroto
infestado con Sclerotinia sclerotiorum con una bacteria del género Bacillus bajo condiciones
controladas. Dentro de los resultados relevantes obtenidos por los autores, se destaca una
incidencia significativamente menor de la enfermedad en semillas inoculadas con Bacillus.
Chitrampalam et al. (2010) estudiaron el uso de Coniothyrium minitans en el control de
Sclerotinia minor en lechuga bajo condiciones de campo; dentro de los resultados obtenidos
destacan una reduccion importante en el desarrollo de la enfermedad, siendo necesarias
menos aplicaciones de agroquimicos para su control, las que podrian incluso no ser
necesarias. Rabeendran et al. (2006) estudiaron el uso de biocontroladores para Sclerotinia
spp. en lechuga bajo condiciones controladas, obteniendo un mejor control que el obtenido
con el producto quimico mas usado para controlar la enfermedad. Actualmente cada vez
son mas los productos biolégicos para el control de hongos elaborados a partir de
microorganismos, los que comienzan a aparecer en formatos comerciales (Nava et al.,
2012) como Contans WG. EI control biolégico de enfermedades puede representar una
alternativa eficaz y un complemento al control quimico; sin embargo, no se han realizado

ensayos en Chile que demuestren su efectividad en las condiciones de cultivo locales.
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5.2. La pudricion blanca de la lechuga genera pérdidas econémicas en cultivos de

otono-invierno en distintos grados

Sclerotinia sclerotiorum ocasiona pérdidas importantes en el cultivo de lechuga, ya que
puede provocar la muerte de plantas. INIA (2016) describe la enfermedad como una
pudricion blanca y acuosa con presencia de un micelio blanco algodonoso abundante, cuya
incidencia normalmente aumenta a medida que se acerca la madurez de la planta, pudiendo
observarse dafios en distintos grados desde precosecha a cosecha, los que pueden ser
disminucion en la masa de la cabeza y pérdida total de plantas. Para el afio 2009, las
pérdidas ocasionadas por hongos alcanzaban el equivalente a 700 hectareas, siendo S.
sclerotiorum el principal hongo fitopatdogeno en lechuga (Sepulveda y Rebufel, 2009). INIA
(2016) recomienda principalmente el control quimico con un enfoque preventivo con
Boscalid, Piraclostrobine, Iprodiona, entre otros. Sin embargo, su aplicacion se restringe al
periodo de verano por la naturaleza de los quimicos, dificultando el control durante los
meses de otofio-invierno. Navarro et al. (2010) sefialan que Botrytis y Sclerotinia son los
patdgenos que ocasionan los mayores problemas en cuanto a enfermedades en lechuga,
por lo que llevaron a cabo un estudio para determinar los productos quimicos mas eficaces
en el control de estos patdgenos, los que resultaron ser Boscalid y Pyraclostrobin. Las
pérdidas econdmicas por S. sclerotiorum son significativas, cercanas al 10%, y el control

esta orientado mayoritariamente en aplicaciones quimicas.

5.2.1. Sclerotinia sclerotiorum afecta el cultivo de lechuga en diversos estados de

desarrollo, generando distintos grados de daino

El hongo puede afectar a la planta desde la germinacion de la semilla hasta su
almacenamiento en postcosecha. Se ha registrado muerte de plantas desde el estado de
plantula pre-trasplante hasta el momento de la venta (Delhey et al., 2009). Subbarao (1998)
senala que la enfermedad normalmente se desarrolla luego de tres a cuatro semanas desde
la emergencia o en la madurez del cultivo, ocasionando la muerte de la planta en ambos
casos. El hongo es capaz de generar dafios en cualquier estado de desarrollo, ocasionando
pérdidas de distintas dimensiones dependiendo de las condiciones climaticas y la variedad

de lechuga utilizada.
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5.2.2. Sclerotinia sclerotiorum produce la infeccion en forma de micelio o ascospora,

dificultando el control

S. sclerotiorum ingresa desde el cuello o la parte aérea en forma de micelio o ascospora,
respectivamente. Hasta el afio 2009 en Chile solo estaba presente la fase asexual del
hongo, por lo que era necesario realizar control sobre los micelios unicamente, pero ahora
es necesario tener en cuenta el control de micelios y ascosporas (Sepulveda y Rebufel).
Arias et al. (2007) realizaron ensayos enfocados en el control de la germinacion de
esclerocios de S. sclerotiorum en el suelo bajo condiciones de campo en Colombia,
obteniendo que el control con productos quimicos es el mas eficaz, sin embargo, se puede
complementar con controles culturales y bioldégicos obteniendo un nivel aceptable de
eficacia. El uso de Trichoderma asperelloides disminuye hasta en un 30% la cantidad de
ascosporas en el apotecio de S. sclerotiorum en condiciones in vitro, demostrando ser un
potencial bioantagonista para su uso en campo (Sumida et al., 2018). Es necesario
desarrollar estrategias de manejo capaces de controlar simultdneamente ascosporas vy

esclerocios y evaluar su eficacia en condiciones de campo.

5.2.21. El control a nivel micelial puede realizarse con bioantagonistas,

disminuyendo las pérdidas por la enfermedad

Diversos estudios sobre el control de crecimiento micelial se han llevado a cabo bajo
condiciones in vitro, exponiendo un gran numero de posibles bioantagonistas para su uso
en campo. Bacillus pumilus inhibe totalmente el crecimiento micelial de S. sclerotiorum bajo
condiciones in vitro, siendo requeridos mas estudios para determinar su efectividad en el
control de la enfermedad bajo condiciones de campo (Kaushal et al., 2017), al igual que
Streptomyces albulus (Wu et al., 2015). El uso de Bacillus cereus fue utilizado en Australia
por Kamal et al. (2015) y logré inhibir en un 100% la enfermedad cuando los almacigos eran
sumergidos en una solucidon con el bioantagonista y luego trasplantados en sustrato
inoculado con S. sclerotiorum. EI- Dabaiky (2017) evalud la inhibicién del micelio de S.
sclerotiorum con Aspergillus piperis, obteniendo un 74% de inhibicién bajo condiciones in
vitro. Por otra parte, los extractos vegetales también pueden presentar una actividad

antagonica contra S. sclerotiorum. Extractos vegetales de Byrsonima crassifolia han sido
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evaluados para medir su control en el crecimiento del micelio de S. sclerotiorum bajo
condiciones in vitro, obteniendo resultados satisfactorios a altas concentraciones (Andrade
etal., 2018). Warmington y Clarkson (2015) realizaron ensayos in vitro con materia seca de
Brassica juncea, logrando disminuir la tasa de crecimiento del micelio de S. sclerotiorum.
Existe un gran numero de organismos con potencial para ser utilizados como
bioantagonistas de S. sclerotiorum; sin embargo, aun faltan estudios para comprobar su

eficacia en condiciones de campo.

5.3. Las estrategias de control son principalmente quimicas, induciendo el desarrollo

de resistencia del patégeno a ingredientes activos

Los hongos son capaces de mutar y adaptarse rapidamente a cambios en el medio,
generando resistencia a los fungicidas. Los fungicidas quimicos generan contaminacion,
residuos en los alimentos e inducen el desarrollo de cepas resistentes del patégeno debido
a un uso repetitivo del ingrediente activo (Belete et al., 2015). La resistencia a fungicidas es
provocada por las reiteradas aplicaciones de agroquimicos que poseen un mismo
ingrediente activo; de esta forma, el producto actia como una presion selectiva que ira
seleccionando los genes de resistencia de los individuos sobrevivientes a las generaciones
siguientes, en las cuales existiran cada vez un mayor numero, hasta que el compuesto
quimico no proporcione un nivel aceptable de control (FAO, 2012). Zamorano (2005) evalu6
la resistencia de Botrytis cinerea a distintos fungicidas, sefalando que el uso de un mismo
producto quimico por mas de 30 anos puede no provocar poblaciones masivas con
resistencia, ya que al alternar el ingrediente activo con otros de distinta accion estos genes
de resistencia adquiridos se pierden en ausencia de la presion selectiva. Landschoot et al.
(2017) describen la presencia de poblaciones resistentes de Alternaria solani a fungicidas;
en el ensayo se extrajeron muestras de poblaciones de A. solani, resultando que un 40%
de ellas manifestaban resistencia a las aplicaciones de Boscalid. Ensayos realizados en
China sefalan que S. sclerotiorum posee la capacidad de desarrollar poblaciones
resistentes a Cipronidil bajo condiciones in vitro (Hou et al., 2018). Es necesario evaluar la
resistencia de Sclerotinia sclerotiorum a los productos quimicos utilizados para su control

en Chile, ya que no existe informacion publicada al respecto.
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5.3.1. El control quimico de Sclerotinia sclerotiorum no representa un potencial daino

si es realizado de manera adecuada

Debido al desconocimiento de las condiciones bajo las que se desarrolla el cultivo, ya sean
condiciones climaticas, como caracteristicas de la variedad cultivada e historial de
enfermedades y aplicaciones en el campo utilizado, se aplican grandes cantidades de
fungicidas, pudiendo haber controlado la enfermedad con dosis mas bajas. Ayala et al.
(2015) lograron inhibir el crecimiento micelial de S. sclerotiorum in vitro a todas las
concentraciones utilizadas de Boscalid, Carbenzadima y Pyracrostrobin, lo que sugiere que
disminuir las dosis utilizadas actualmente podria generar el mismo control que con las dosis
altas. Liu et al. (2017) analizaron la sensibilidad de poblaciones S. sclerotiorum obtenidas
de un campo en presencia del hongo a Boscalid, sefialando que no habrian poblaciones
resistentes al compuesto quimico, el cual ademas controla de manera eficaz la enfermedad
a todas las dosis utilizadas. Martinez (2008) reporté una baja inhibicion del crecimiento
micelial de S. sclerotiorum al ser tratado con fungicidas de ingrediente activo Trifloxibotrin
bajo condiciones in vitro. De esta manera, no se ha reportado en Chile una resistencia
generalizada a los agroquimicos utilizados; sin embargo, se sabe que el patégeno tiene la
capacidad de generar resistencia, por lo que es necesario mantener ciertos cuidados en el
control quimico, sin repetir demasiadas veces el mismo ingrediente activo y teniendo en
cuenta las condiciones del cultivo. El conocimiento de las condiciones del propio cultivo,
como la presién existente de la enfermedad, las condiciones climaticas a las que se ha

estado expuesto, entre otros, evita un uso excesivo de agroquimicos.

5.3.1.1. El uso de controladores biolégicos puede disminuir las resistencias a

plaguicidas, facilitando el control de la enfermedad

El uso alternado de productos quimicos y biocontroladores evita la presion selectiva
generada por el fungicida, evitando inducir resistencias. Smolinska et al. (2016) evaluaron
bajo condiciones de invernadero el uso de enmiendas organicas inoculadas con
Trichoderma harzianum sobre un sustrato con presencia de S. sclerotiorum. Si bien no se
obtuvieron resultados en relacion con el control de la enfermedad, se observaron efectos

positivos sobre el peso de la cabeza de la lechuga, el cual aument6. Esto sugiere la
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actividad de T. harzianum como un bioestimulante, que podria tener efectos sobre el control
de la enfermedad si se realizara bajo otras condiciones, pudiendo lograr aumento en la
germinacion y sobrevivencia de plantas en sustratos con S. sclerotiorum (Haddad et al.,
2015). Elias et al. (2016) aumentaron la sobrevivencia de plantines de lechuga en suelo
inoculado con S. sclerotiorum al tratarlo con Trichoderma asperelloides; sin embargo, la
sobrevivencia del control no inoculado con el patégeno fue muy superior. Esto sugiere que
es posible utilizar un controlador biolégico como T. asperelloides como complemento a un
manejo mas eficaz como podria ser el quimico en el control de S. sclerotiorum en lechuga.
Es posible compatibilizar el control biolégico con las aplicaciones de quimicos, donde un
fungicida puede disminuir drasticamente la poblacion y luego continuar con un

bioantagonista que mantenga la poblacion de S. sclerotiorum baja.



15

6. Metodologia

6.1. Ubicacioén del ensayo

El proyecto se llevara a cabo en las dependencias de la Escuela de Agronomia de la PUCV,
La Palma, Quillota, V region de Valparaiso. La ejecucién constara de tres etapas
experimentales, siendo la primera un ensayo in vitro en el Laboratorio de Fitopatologia de
la Escuela; la segunda un ensayo in vivo bajo un invernadero ubicado en la Estacion
Experimental; y la tercera un ensayo en condiciones de campo en un predio agricola

ubicado en Quillota con historial de Sclerotinia sclerotiorum.
6.2. Obtencion del material vegetal

Para cada experimento in vivo se realizara la siembra de lechugas escarola un mes antes
del experimento, utilizando el sustrato comercial Turba DSM2P (PROTEKTA) en bandejas
de polipropileno con alveolos de 50 cc. Las bandejas se mantendran bajo invernadero a
una temperatura de 20 °C y 70% de humedad relativa (INIA, 2017).

6.3. Obtencién de microorganismos

La cepa de Sclerotinia sclerotiorum sera aislada desde plantas infectadas en campo,
mientras que las cepas de Clonostachys rosea y Trichoderma viride seran adquiridas desde
la Coleccion Chilena de Recursos Genéticos Microbianos (CChRGM) del Banco de

Recursos Genéticos Microbianos ubicada en Chillan, Chile.

6.3.1. Multiplicacion de microorganismos benéficos

La multiplicacion de cada microorganismo benéfico se realizara a partir de colonias de 5
mm de diametro en medios de cultivo MEA, las que seran sembradas en 100 ml de medio
de cultivo MEB contenidos en un matraz de Erlenmeyer de 250 ml. El matraz sera incubado
a 25°C por una semana, para luego utilizar la solucion para inocular 1 L de MEB contenido
en un matraz de Erlenmeyer de 5 L, el que sera llevado a una incubadora por 21 dias a

25°C (Rodriguez et al., 2011). La solucion obtenida sera utilizada en las etapas siguientes.

6.3.1.1. Preparacién de in6culos de microorganismos benéficos
La preparacion de in6culos de C. rosea sera realizada mediante una adaptacion de la
metodologia descrita por Viccini et al. (2007). Se extraeran 200 ml de la solucion del

microorganismo benéfico en MEB previamente preparada y seran llevados a un matraz de
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Erlenmeyer de 4 L con 3 L de agua destilada con una concentracion de 0,001 % de
polisorbato 20, se ajustara la concentracion de esporas de C. rosea a 10° esporas/ml

mediante un hematocitdémetro (Musiet, 2015).

Por otra parte, la preparacion de indculos de T. viride se realizara mediante una adaptacion
de la metodologia descrita por Pineda et al. (2017). Se extraeran 200 ml de la solucién del
microorganismo benéfico en MEB previamente preparada, se llevaran a 3 L de agua
destilada contenida en un matraz de Erlenmeyer de capacidad 4 L con polisorbato 80 al
0,1%, se agitara y se realizaran diluciones seriadas con polisorbato 80 0,1% hasta obtener
una concentracion de 10° esporas/ml, la que sera ajustada mediante un hematocitometro
(Musiet, 2015).

Sera necesario elaborar 15 L de solucién de inoculacion de cada microorganismo benéfico
para todos los experimentos del proyecto. Esta actividad se efectuara cuatro veces durante
el proyecto: la primera para los experimentos in vitro, la segunda para el experimento bajo
condiciones controladas, la tercera para el experimento bajo condiciones de campo y la

cuarta para la parcela demostrativa.
Tiempo estimado: 2 meses

6.3.1.2. Inoculacién de microorganismos benéficos en granos de arroz

Para realizar la inoculacién de microorganismos benéficos en granos de arroz es necesario
hidratar el grano por 40 minutos en agua esterilizada (Krauss et al., 2002). La inoculaciéon
sera realizada de acuerdo con la metodologia descrita por Viccini et al. (2007); se inoculara
con una alicuota de 2,5 ml por cada 50 g de granos de arroz previamente esterilizados e
hidratados en una bolsa de PE de alta densidad, se agitara manualmente para una
adecuada distribucion del indculo y sera llevado a una incubadora a 24°C por 60 dias
(Viccini et al., 2007; Rodriguez et al., 2011).

Se necesitaran 18 kg de granos de arroz inoculados de cada microorganismo benéfico para
los experimentos in vivo. Esta actividad se efectuara tres veces durante el proyecto: la
primera para el experimento bajo condiciones controladas, la segunda para el experimento

bajo condiciones de campo y la tercera para la parcela demostrativa.

Tiempo estimado: 4 meses
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Cada uno de los ensayos in vitro se asocia a un objetivo especifico del proyecto.

6.4.1. Evaluacién de la compatibilidad entre los microorganismos benéficos

Este ensayo se asocia al objetivo especifico 1: Evaluar la compatibilidad entre los

microorganismos benéficos.

Se realizara un experimento

in vitro para determinar la compatibilidad de los

microorganismos, donde sera cultivada una colonia de 1 mm de diametro de cada

microorganismo en una placa Petri con un medio de cultivo PDA, a la que se le suministrara

una alicuota de 2,5 ml de solucidn del otro microorganismo benéfico y sera llevada a una

camara de crecimiento a 17°C por 4 dias. Se tendran cuatro tratamientos y dos variables,

descritas en Tabla 1. Se realizaran mediciones cada 24 horas por 4 dias.

Tabla 1. Descripcion de los tratamientos de experimento 1.

Tratamiento

Descripcion

Variables

1

Colonia T. viride + agua destilada

Colonia de C. rosea + agua destilada

Colonia C. rosea + solucién con T. viride

2
3
4

Colonia T. viride + soluciéon con C. rosea

1.Diametro colonia
(mm)

2.Inhibicién del
crecimiento micelial
calculado como:
(Diametro
colonia/diametro
colonia control)
x100

Disefio experimental: se utilizara un disefio completamente al azar, en la cual la unidad

experimental constara de 10 placas. Se realizaran 5 repeticiones.

Tiempo estimado: 2 meses.
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6.4.2. Evaluacién del antagonismo de los microorganismos benéficos contra el
patégeno

6.4.2.1. Evaluacion de la inhibicion en el crecimiento micelial
Este ensayo se asocia al objetivo especifico 2: Evaluar la inhibicién del crecimiento de S.

sclerotiorum por accion de dos microorganismos benéficos.

Se realizara un experimento in vitro en una placa Petri en PDA que contenga una colonia
del patégeno de 1 mm al centro, se le agregara una alicuota de 2,5 ml de microorganismos
benéficos y sera llevada a una incubadora a 17°C por 4 dias en condiciones de oscuridad.
La descripcion de los tratamientos y variables se detalla en Tabla 2. Se realizaran
mediciones cada 24 horas por 4 dias.

Tabla 2. Descripcion de los tratamientos de experimento 2.

Tratamiento Descripcion Variables
1 Colonia S. sclerotiorum + agua destilada | 1.Crecimiento micelial en
2 Colonia de S. sclerotiorum + solucién de | mm
C. rosea (10°esporas/ml) 2.Inhibicién del crecimiento
3 Colonia de S. sclerotiorum + solucion de | micelial

T. viride (10° esporas/ml)

4 Colonia de S. sclerotiorum + solucion T.

viride + solucién C. rosea (10° esporas/ml)

Diseno experimental: se utilizara el mismo disefio experimental descrito en la seccién 4.1.
Tiempo estimado: 2 meses

6.4.2.2. Evaluacion de la inhibicién en la germinaciéon de esclerocios

Este ensayo se asocia al objetivo especifico 2: Evaluar la inhibicion del crecimiento de S.
sclerotiorum por accién de dos microorganismos benéficos. Se sembraran diez esclerocios
de S. sclerotiorum en una placa Petri con medio de cultivo PDA, seran incubados a 18°C
por 7 dias (Aguilar et al., 2016) y se le afadira una alicuota de 2,5 ml de microorganismos
benéficos cada 24 horas, ademas se evaluara la germinacion de los esclerocios cada 24

horas por 7 dias. La descripcion de los tratamientos y variables se detallan en Tabla 4.
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Tabla 4. Descripcion de los tratamientos y variables de experimento 4.

Tratamiento Descripcion Variable
1 Esclerocios S. sclerotiorum + agua destilada | 1.Germinacion de
2 Esclerocios S. sclerotiorum + solucion de C. | esclerocios
rosea (10° esporas/ml) 2.Inhibicion de la
3 Esclerocios S. sclerotiorum + solucion de T. | germinacion de
viride (10° esporas/ml) esclerocios en %
4 Esclerocios de S. sclerotiorum + solucion T.
viride + solucién C. rosea (10° esporas/ml)

Disefio experimental: se utilizara el mismo disefio experimental descrito en la seccion 4.1.
Tiempo estimado: 2 meses

6.5. Ensayos in vivo

Para los ensayos in vivo se utilizaran almacigos de lechuga sembrados con un mes de
anticipacion al experimento, los que seran trasplantados en sustrato y suelo con guano (1
kg/m?). Se realizaran dos experimentos: el primero sera bajo condiciones controladas en un
invernadero de la estacion experimental entre los meses de abril y agosto de 2019, mientras

que el segundo sera bajo condiciones de campo entre los meses de abril y agosto de 2020.

6.5.1. Evaluacién del control de la podredumbre del tallo con microorganismos
benéficos bajo condiciones controladas

Se realizara el trasplante de los almacigos de lechuga en maceteros de 12 L que contengan
sustrato (turba 70% y perlita 30%). El invernadero se mantendra a 17°C/8°C (temperaturas
dia/noche). Se fertilizara segun el manejo propuesto por INIA (2017) y sera regado
mediante riego por goteo. La descripcion de los tratamientos y variables se presenta en
Tabla 4. Se realizaran mediciones cada 3 dias para la variable 1, mientras que las
mediciones para las variables 2 y 3 se realizaran una vez que las plantas estén listas para

la cosecha, aproximadamente dos meses después del trasplante.
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Tabla 4. Descripcion de tratamientos y variables de experimento 4.

Tratamiento

Descripcion

Variables

1

200 g de

esterilizados

granos de arroz

2 Esclerocios de S. sclerotiorum + 200
g de granos de arroz esterilizados

3 Esclerocios de S. sclerotiorum + 200
g de granos de arroz con C. rosea

4 Esclerocios de S. sclerotiorum + 200
g de granos de arroz con T. viride

5 Esclerocios de S. sclerotiorum + 200

g de granos de arroz con C. rosea y

T. viride

1.Incidencia de la enfermedad

(numero de plantas con
sintomas)
2.Sobrevivencia de plantas

(nimero de plantas vivas al
final del experimento)

3.Masa de la cabeza

Disefio experimental: Se realizara en bloques completamente al azar, donde cada bloque

de 210 m? contendra los cinco tratamientos descritos anteriormente. Se realizaran tres

repeticiones, ilustradas en figura 1, cada unidad experimental tendra una superficie de 42

m?2, con 100 plantas distribuidas segun figura 2.
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Figura 1. Bloques que contienen todos los tratamientos
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Figura 2. Distribucion espacial de las plantas en la unidad experimental

Tiempo estimado: 5 meses
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6.5.2. Evaluacién del control de la podredumbre del tallo con microorganismos

benéficos bajo condiciones de campo

Se realizara el trasplante de almacigos a un campo con historial de S. sclerotiorum entre

los meses de abril y agosto. Los manejos como fertilizacion y riego seran realizados de

acuerdo a las practicas habituales del agricultor duefio del campo. Los tratamientos y

variables se describen en Tabla 5.

Tabla 5. Descripcion de los tratamientos y variables del experimento 5.

Granos de arroz inoculados con T. viride

Granos de arroz inoculados con C.

roseay T. viride

Tratamiento Descripcion Variables
1 Granos de arroz esterilizados 1.Incidencia de la
2 Granos de arroz inoculados con C. | enfermedad (numero de
rosea plantas con sintomas)

2.Sobrevivencia de plantas
(numero de plantas vivas al
final del experimento)

3.Masa de la cabeza

Diseno experimental: Se utilizaran el mismo diseno experimental descrito en el experimento

4.
Tiempo estimado: 5 meses

7. Andlisis estadistico

Tanto para los experimentos in vitro e in vivo, se realizara un analisis de varianza

(ANDEVA) para determinar si existio efecto de los tratamientos sobre las variables. Si

el valor -p asociado al estadistico F es menor o igual a 0,05, se aplicara el test de Tukey

(a=0.05) para comparar las medias obtenidas. Para analizar los datos se utilizara el

software GraphPad Prism 6.
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9. Plan de trabajo
El proyecto se llevara a cabo durante un periodo de cuatro afios, comenzando en enero
2019 para terminar en diciembre de 2022. Constara de tres etapas experimentales
(etapas 1, 2 y 3), mas una de planificacién al inicio (etapa 0) y otra de difusién de
resultados obtenidos (etapa 4). La secuencia cronolédgica de las actividades se detalla

en Figura 3.
Etapa 0

En la Etapa O se realizaran los procedimientos administrativos para la puesta en marcha
del proyecto, como lo son la firma de contratos con los proveedores de servicios, con el
agricultor para las pruebas de campo, ademas del arriendo, compra de insumos vy

seleccion, contratacion y capacitacion del personal. Tiempo estimado: 2 meses
Etapa 1

La etapa 1 esta asociada al objetivo especifico 1: Evaluar la compatibilidad entre los
microorganismos benéficos in vitro. Para esto se realizaran las siguientes actividades:
preparacion de los indculos de microorganismos y el experimento de compatibilidad

entre microorganismos benéficos Tiempo estimado: 2 meses
Etapa 2

La etapa 2 esta asociada al objetivo especifico 2: Evaluar la inhibicién del crecimiento
de S. sclerotiorum por accion de 2 microorganismos benéficos. Para esto se realizara
un experimento para medir la inhibicion del crecimiento micelial del patégeno y otro para

medir su capacidad de inhibir la germinacién de esclerocios. Tiempo estimado: 5 meses
Etapa 3

La etapa 3 esta asociada al objetivo especifico 3: evaluar la incidencia de la enfermedad
en plantas trasplantadas a suelos con presencia de S. sclerotiorum e inoculados con
microorganismos benéficos bajo condiciones controladas y condiciones de campo. Para
esto se llevaran a cabo las siguientes actividades: inoculacion de los microorganismos
en granos de arroz, siembra de almacigos de lechuga, inoculacion del sustrato y suelo
con microorganismos benéficos, el experimento bajo condiciones controladas y el

experimento bajo condiciones de campo. Tiempo estimado: 20 meses
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Etapa 4

La etapa 4 esta asociada a la difusion del proyecto, en la cual se llevaran a cabo las
siguientes actividades: seminario de apertura, desarrollo de informes técnicos con los
resultados obtenidos al término de cada experimento, un seminario de difusién una vez

al afo, parcelas demostrativas y un seminario de cierre. Tiempo estimado: 19 meses



9.1. Carta Gantt

La carta Gantt se presenta en figura 3.

Etapa 0
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Ao 3 Ao 4

Contratacion del personal

Contratos de arriendo

Contrato con agricultor para pruebas de campo

Compra de insumos

Etapa 1/Compatibilidad entre microorganismos benéficos

Preparacién de inéculos de microorganismos benéficos

Experimento de compatibilidad entre microorganismos

Se inhibe el crecimiento micelial en < 10 puntos porcentuales

Etapa 2|Control de S. sclerotiorum in vitro

Preparacién de soluciones de microorganismos

Experimento de inhibicién del crecimiento micelial del patégeng

Experimento sobre la germinacién de esclerocios del patégeno

Se inhibe el crecimiento micelial en > 75 puntos porcentuales

Se inhibe la germinacién de esclerocios en > 65 puntos porcentuales

Etapa 3|Control de S. sclerotiorum in vivo

Preparacién de material microbiolégico

Inoculacién de microorganismos en granos de arroz

Preparacién del material vegetal y montaje de experimentos

Experimentos bajo condiciones controladas

Experimentos bajo condiciones de campo

Aplicacion de granos de arroz inoculados al sustrato

L]

Se inhibe la incidencia de la enfermedad en >30 puntos porcentuales

Se inhibe la incidencia de la enfermedad en >15 puntos porcentuales

Etapa 4/Difusién

Seminario de apertura

Desarrollo de informe con los resultados obtenidos

Difusion de los resultados obtenidos en un seminario

Parcelas demostrativas

Seminario de cierre

Figura 3. Carta Gantt
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Cada resultado esperado se asocia a un objetivo especifico, los cuales se detallan en Tabla

6.

Tabla 6. Resultados esperados.

de lechuga
trasplantadas
en suelos
inoculados
con
Clonostachys
rosea y
Trichoderma
viride
presentan
una menor
incidencia de
la
podredumbre
del tallo,
permitiendo
reducir las
pérdidas de
plantas
provocadas
por la
enfermedad
durante todo
el cultivo

incidencia de la
podredumbre del
tallo en cultivares

de lechuga
escarola en la V
region en los

meses de otono-
invierno a través

del uso de
microorganismos
benéficos

compatibilidad

entre los
microorganismos
benéficos in vitro

Hipotesis Objetivo Objetivos Resultados esperados
general especificos
Las plantas | Reducir la | Evaluar la La aplicacion de una

solucion de C. rosea en una
colonia de T. \viride
disminuye en 10 puntos
porcentuales o menos el
crecimiento micelial (mm)
del segundo.

La aplicacion de wuna
solucion de T. viride en una
colonia. de C. rosea
disminuye en 10 puntos
porcentuales o menos el
crecimiento micelial (mm)
del segundo.

Evaluar la
inhibicion de
cepas locales de
S. sclerotiorum

El crecimiento micelial de
S. slerotiorum disminuye en
70 puntos porcentuales al
aplicar una solucion de
microorganismos benéficos
La germinacién de los
esclerocios de S.
sclerotiorum disminuye en
65 puntos porcentuales al
aplicar una soluciéon de
microorganismos
benéficos.

por accion de
dos
microorganismos
benéficos
Evaluar la

incidencia de la
enfermedad en
plantines
trasplantados a
sustrato
inoculado con los
microorganismos
benéficos y S.
sclerotiorum bajo
condiciones
controladas y
condiciones de
campo

La inoculaciéon del sustrato
con S. sclerotiorum 'y
microorganismos benéficos
reduce la incidencia de la
enfermedad en 30 puntos
porcentuales.

La inoculacion del suelo
con microorganismos
benéficos disminuye Ia
incidencia de la
enfermedad en 10 puntos
porcentuales.
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11. Cargos y funciones
En tabla 7 se detallan los cargos y funciones.
Tabla 7. Descripcion de cargos y funciones

Formacioén/ Cargo en el | Funciones

grado proyecto

académico

Ingeniero Director 1.Gestionar, dirigir y coordinar todas las actividades

Agronomo Ph. D. del proyecto

en Bioingenieria 2.Realizar presentaciones del proyecto en la agencia
de financiamiento tanto al inicio como al término
3.Gestionar arriendos de equipos, laboratorio e
invernadero
4.Gestionar la firma de contratos con el agricultor
donde se realizaran los experimentos in vivo bajo
condiciones de campo
5.Gestionar contratos con la entidad que financia el
proyecto
6.Aprobar la ejecucion de experimentos planificados
por los distintos agentes del proyecto
7.Elaborar informes de avance del proyecto
8.Realizara presentaciones en seminarios sobre los
resultados obtenidos

Ingeniero Director 1.Apoyar al director en todas sus funciones,

Agronomo Ph.D. | alterno reemplazando a este en caso de ausencia

en Fitopatologia 2.Seleccionar y contratar al personal cientifico
3.Coordinar charlas con instituciones agricolas,
productores y parcelas demostrativas
4.Adquirir materiales e insumos requeridos para todo
el proyecto
5.Supervisar a los doctores joévenes

Ingeniero Investigador | 1.Planificar y ejecutar todos los experimentos in vivo

Agrénomo Ph.D. | principal 2 .Planificar todos los experimentos in vitro

en Fitopatologia 3.Colectar y procesar datos obtenidos de

Doctor joven 1 experimentos in vitro
4 Asistir en la elaboracién de informes de avance
5.Elaborar articulos cientificos con la informacion
generada
6.Asistir en la ejecucién de los experimentos in vivo

Biologo Ph.D. en | Investigador | 1.Ejecutar los experimentos in vitro

Ciencias, asistente 2.Mantener y multiplicar microorganismos

mencién 3.Inocular microorganismos benéficos en granos de

Microbiologia arroz

Doctor joven 1

Contador Encargado | 1.Mantener un registro de todos los flujos econémicos

de finanzas | del proyecto

2.Entregar informes mensualmente al director del
proyecto
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Ingeniero Jefe de | 1.Supervisar los manejos de los cultivos de lechuga
Agrénomo campo para los experimentos in vivo
2.Trasladar materiales e insumos necesarios para los
experimentos in vivo
3.Llevar datos del campo al laboratorio
Técnico Agricola | Encargado | 1.Montar los experimentos in vivo
de campo 2.Colectar datos
3.Supervisar a los obreros
Técnico de | Ayudante 1.Preparar y montar los experimentos in vitro
laboratorio de 2.Colectar datos
laboratorio
Obrero Encargado | 1.Realizar todos los manejos necesarios en el cultivo
de plantas | durante los experimentos in vivo

2.Realizar montaje de los experimentos bajo
supervisién del técnico agricola




12. Presupuesto

En figura 7 se presenta el presupuesto.

COSTO TOTAL DEL

34

PROYECTO
FINANCIAMIENTO
COSTO
ITEM TOTAL INSTITUCIONAL FONDEF

M$ M$ M$
HON, INC, REM 221.038 68.850 152.188
SUB. 1.400 0 1.400
EQUIPOS 20.452 3.332 16.620
SOFTWARE 150 0 150
M. FUNGIBLE 18.389 100 17.979
DIFUSION 8.200 300 7.900
INFR 42.050 22.050 20.000
GASTOS
GENERALES 800 500 800
GASTOS DE ADM.
SUPERIOR 2.000 1.980 2.000
TOTAL 314.479 97.112 219.037
PORCENTAJE 100% 32% 68%

Validacion % Cumple Aportes
Aportes Minimos Cumple Max. FONDEF

Figura 7. Presupuesto.




