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1. Resumen

El nogal inglés (Juglans regia) ha presentado un interés de produccion y comercializacion
a nivel mundial, siendo Chile el cuarto pais en la produccion de nueces (ODEPA, 2017).
Es por ello, que la presencia de factores tanto bi6ticos como abidticos que afecten la
integridad de la planta va a repercutir econdmicamente. Uno de estos factores es la
enfermedad de cancro en la madera caudado por Botryosphaeria dothidea, hongo que
activa su patogenicidad mediante condiciones de estrés, como heridas y condiciones de
temperaturas y humedad que propician el crecimiento y desarrollo del patégeno causando
necrosis y debilitamiento de la corteza hasta llegar al tejido vascular de las ramas
estructurales como reproductivas, afectando el flujo de agua y nutrientes de los diferentes
6rganos de la planta (Manawasingle et al., 2016). Dado esto, la enfermedad puede
generar pérdidas de un 40 hasta 100% del cultivo del nogal (Jiang et al., 2015). En el
presente proyecto de investigacion se realizaran tres ensayos, con disefio experimental
completamente al azar tanto para las actividades in vitro mediante la utilizacion de placas
Petri en el laboratorio de la PUCV' como para las actividades bajo condiciones
controladas, y para el tercer ensayo bajo condiciones de campo, ubicado en la comuna de
Requinoa, se realizara un disefio en bloques completamente al azar. El objetivo de los
ensayos es poder evaluar y determinar la efectividad del control biolégico de la
enfermedad de cancro en plantas nogal, mediante el empleo de bacterias benéficas como
Bacillus amyloliquefaciens y Brevibacillus laterosporus en contraste con tratamientos en
base a fungicidas comerciales. El proyecto tendra una duracion de 4 afos y los datos
recolectados seran evaluados mediante analisis de Varianza (p<0,05) y test de Tukey (a
=0,05). Como resultado del control biolégico con las bacterias anteriormente mencionadas
se espera disminuir la incidencia de la enfermedad de cancro en 30 puntos porcentuales
en comparacion a un testigo con 100% de incidencia, siendo una alternativa de control
eficaz y sustentable. El presupuesto para llevar a cabo el proyecto tendra un costo de
$331.056.00.

" Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso.



2. Definicion del problema

El nogal inglés es una planta lefiosa de hoja caduca, cuyo cultivo en Chile se concentra
comercialmente en un 94% entre las regiones de Coquimbo y O’Higgins en el afo 2016
(ODEPA, 2018). En esta superficie de produccion las variedades dominantes son
Chandler (70%) y Serr (24%). Por otro lado, en la temporada 2015/2016 se alcanzd un
volumen de produccion de 80 mil toneladas de nueces con cascara, de las cuales se
exporta cerca del 80% (ODEPA, 2017). La industria de nueces en Chile esta
experimentando un rapido e intenso crecimiento en cuanto a volumenes y superficie, 1o
que se explica principalmente por la ventaja de poder mecanizar la cosecha. Ademas el
aumento de los precios en las nueces se explica por el mercado tanto mundial como
nacional en relacién a la demanda y preferencias de los consumidores. Los dafos
causados en las plantas generan una disminucion en el rendimiento en los campos de
produccién de nueces. Una de las causas de dano es la enfermedad de cancro en la
madera causada por el hongo B. dothidea, que afecta el tejido vascular y cortical,
generando pérdidas entre un 40 a 100% del cultivo (Jiang et al., 2015). Estas pérdidas

repercuten directamente en los volumenes a transar a nivel nacional.

2.1. Contextualizacion econémica del cultivo del nogal

Chile destaca por ser el cuarto pais en la produccibn mundial de nueces, con
aproximadamente 80 mil toneladas en el afio 2016 y cerca de 100 mil toneladas para el
afno 2017, siendo el principal productor China con un millébn de toneladas, seguido por
Estados Unidos y Ucrania con 574 y 115 mil toneladas, respectivamente. Sin embargo,
Chile lidera en cuanto a la tasa de crecimiento medio anual con un 20,1% desde la
temporada 2012/2013 hasta el 2016/2017 (ODEPA, 2017). Segun Chilenut (2018) se
presenta una cosecha a contraestacion con los paises del hemisferio norte, por lo cual
hay una elevada demanda de los principales agentes importadores de las nueces con
cascara que son Turquia (54,7% del total de las exportaciones chilenas) siendo el mayor
consumidor con un promedio anual de 2 kg per céapita, seguido por los Emiratos Arabes
Unidos e ltalia. El precio de las exportaciones (FOB) de nueces ha aumentado desde la
temporada 2013/2014 de USD $81.095 mil a USD $208.099 mil en 2017/2018 (ODEPA,
2018).



Segun ODEPA (2018) la superficie plantada a nivel nacional con nogal fue de 37.788
hectareas en el afio 2016. El cultivo de nogal se esta desplazando hacia el sur, contando
con aproximadamente 300 y 10 hectareas en la region de Araucania y Los Rios,
respectivamente (ODEPA, 2017b). Segun ODEPA (2013) los precios de venta nacional
esta alrededor de $1.800 pesos productor, considerando un rendimiento de 5.000 kg/ha

en la variedad Chandler.

La superficie en el cultivo de nogal se incrementa anualmente en tres mil hectareas
(Fedefruta, 2018) y en los ultimos 10 afos se han generado cambio de cultivo, en la cual
se han arrancado parras y carozos para ser reemplazados por plantaciones de nogales.
Esto se explica en parte a la temporada 2006/2007 que hubo un aumento en los precios
de venta que desencadend el cambio de cultivos por nogales en la zona centro del pais.
Ademas los nogales tienen la ventaja de ser altamente mecanizados disminuyendo la
demanda de mano de obra en las labores anuales. También se debe considerar la alta
demanda por los diversos formatos de las nueces, debido a la composicion nutricional y

compuestos bioactivos que generan respuesta positiva en la salud de las personas.

2.2. Principales enfermedades del nogal en Chile

En el nogal es posible encontrar diversos tipos de enfermedades que generan pérdidas
econdmicas y que estan presentes en Chile. Aquellas que son causadas por bacterias
incluye la peste negra y agallas de la corona; y hongos como la antracnosis y la pudricion
del cuello y raiz (Loewe y Gonzalez, 2001). Las enfermedades con mayor impacto e
importancia econdmica son la pudricion de la raiz (Phytophthora cinnamomi), pudricion
del cuello (P. citrophthora y P. cactorum) y la peste negra (Xanthomonas campestris pv.
juglandis) (FIA y ChileNut, 2010). Sin embargo, Carus (2010) sefiala la presencia de
enfermedades emergentes en huertos de nogales en la region de Valparaiso, como lo son
los hongos de la madera, entre ellos B. dothidea. Ademas Agrios (2006) sefala que el
nogal, entre otras especies frutales, es hospedero de este agente causal B. dothidea. Se
han reportado pérdidas de cultivo mayores al 50% por causa de B. dothidea,
repercutiendo directamente en el rendimiento y pérdidas econdmicas (Jiang et al., 2015).
También cabe destacar que el cancro en la madera es una enfermedad de lento
desarrollo, por lo que puede tardar entre siete a diez afios en presentar lesiones de nivel

economico (Latorre y Diaz, 2017). Por ello es fundamental conocer la enfermedad y



desarrollar herramientas de control, en caso de que esta enfermedad de cancro en la
madera llegue a generar pérdidas relevantes para los productores. En paises como
China, Australia y Estados Unidos el hongo B. dothidea genera grandes dafios en cultivos
lefosos con importancia comercial. Por otro lado, los estudios de control de la
enfermedad se han llevado a cabo en especies como la vid, nispero, alamo, peral,

duraznero, manzano y nogal chino, pero no se han hecho reportes en la especie J. regia.



3. Hipotesis
Mediante el control biolégico con bacterias del género Brevibacillus y Bacillus es posible

controlar la enfermedad de cancro (B. dothidea) en nogal, dado que logra mantener la

integridad de la madera y con ello de la planta.

3.1. Justificacion de la hipétesis

Chile ha tenido una tasa de crecimiento anual del 20,1% en la producciéon de nueces,
desde el ano 2012 al 2017 (ODEPA, 2017b). Los dafnos por B. dothidea en las plantas
conllevan a un rapido envejecimiento, teniendo que arrancar plantas antes de lo previsto,
por lo que se traduce en pérdidas econdémicas para los productores. Los dafios
ocasionados por B. dothidea generan pérdidas entre un 40 a 100% del cultivo bajo
condiciones 6ptimas para que el hongo se vuelva patégeno, como son el estrés en las
plantas (dafo fisico, estrés hidrico y deficiencia de nutrientes), la temperatura (20-25°C) y
alta humedad relativa (Jiang et al., 2015; Manawasingle et al., 2016). Sin embargo, la
investigacion de la enfermedad causada por este microorganismo en el nogal inglés aun
es muy limitada (Li et al.,, 2016a), ya que no hay estudios sobre el control de la
enfermedad de cancro especificamente en esta especie frutal. El control biolégico es una
alternativa para suprimir el crecimiento de B. dothidea y disminuir dafios en ramas de
nogal, ya que agentes bioldégicos como las bacterias del género Bacillus y Brevibacillus
poseen compuestos bioactivos y enzimas antifungicas que permiten el control de las
pérdidas por el dafio de la enfermedad de cancro en ramas del nogal (Jiang et al., 2015;
Li et al., 2016b).



4. Objetivos

4.1. Objetivo general

Probar que mediante la utilizacién de bacterias del género Bacillus y Brevibacillus se

reduce la incidencia y severidad de la enfermedad de cancro en la madera del nogal.

4.2. Objetivos especificos

1. Determinar la efectividad del control biologico utilizando bacterias del género Bacillus y

Brevibacillus de forma in vitro.

2. Evaluar el efecto del control biolégico preventivo con bacterias en plantas de nogal bajo

condiciones de campo.

3. Determinar el efecto del control biolégico preventivo del patégeno en nogal bajo

condiciones de campo

4. Comparar la efectividad del control biolégico con bacterias benéficas versus el control

quimico con fungicidas.

5. Evaluar la efectividad del control biolégico de forma curativa sobre plantas de nogal en

campo.



5. Estado del arte

5.1. Las propiedades intrinsecas de la nuez han llevado a una mayor superficie y

produccién del nogal

El cultivo de nogal ha tomado una gran importancia en los ultimos afios tanto en
superficie, como en rendimiento y consumo. La semilla presenta propiedades benéficas
para la salud y bienestar de las personas, sumado a una mayor preocupacioén y
conciencia por parte de los consumidores en Chile y en el mundo. A nivel mundial, los
principales productores de nuez son China (1.65 millones de toneladas), Iran (0.49
millones toneladas) y EE.UU (0,42 millones toneladas) (Chen et al., 2014), concentrando
casi el 80% de la produccion de nueces sin cascaras a nivel mundial (ProChile, 2017).
Segun ODEPA (2018) la superficie comercial en Chile aumentd en 27 mil hectareas desde
al ano 2003 al 2017. Por otro lado, en el afo 2016 la superficie se concentrd en las
regiones Metropolitana (14 mil ha), Valparaiso (6.7 mil ha), O’Higgins (6.5 mil ha) y Maule
(5 mil ha). En cuanto a rendimiento, la variedad Chandler en la region Metropolitana con
un marco de plantacion de 7 x 7 m, puede llegar a tener una producciéon de 5.000 kg/ha
(ODEPA, 2013). Por lo tanto, el mercado de la nuez se explica por un aumento en la
demanda, ya que este fruto seco presenta una respuesta positiva a la salud
cardiovascular, ademas de sus propiedades antioxidantes. Por ejemplo, en Chile en el
afno 2014 el consumo per capita fue de 80 gramos, estimandose un consumo de 260
gramos en el afo 2050 (ProChile, 2017). La alta demanda de nuez en la ultima década ha
aumentado debido a sus propiedades beneficias para la salud y bienestar de las

personas, llevado a un aumento en la superficie plantada.

5.2. El cancro es una enfermedad causada por hongos de la familia

Botryosphaeriaceae que provoca muerte de las ramas

La enfermedad de cancro en la madera en especies tanto fruticolas como forestales,
puede ser causada por diferentes agentes patdogenos. Las especies de la familia
Botryosphaeriaceae se caracterizan por causar dicha enfermedad y presentan una
sintomatologia similar en los tejidos infectados por la produccion de esporas. La
enfermedad produce una necrosis del tejido afectado, con crecimiento desde la corteza
del tronco hasta la ramilla de los arboles, asi como también desde tejido cortical hacia

tejido vascular (Li et al., 2016). No obstante, Chen et al. (2014) demostraron que no solo



afecta estructuras de madera, sino que también es posible danar hojas y frutos,
presentando los sintomas de tizon y marchitamiento. La enfermedad de cancrosis se
inicia por medio de heridas, desarrollandose los sintomas que se caracterizan por zonas
muertas en la corteza que se extienden tanto radial como longitudinalmente. Se presenta
una mayor rapidez en el desarrollo de la sintomatologia en ramas jovenes (Agrios, 2006).
Si bien la familia se caracteriza por presentar microorganismos especificos de la madera
de diversos huéspedes, también puede haber incidencia en organos vegetales como
frutos y hojas. Por consiguiente, la sintomatologia de tejido necrosado es un patrén
comun entre los hongos que pertenecen a la familia Botryosphaeriaceae, por lo que se
hace indispensable un analisis con mayor profundidad para diferenciar los agentes

causales agrupados en la misma familia.

5.2.1. Los dafos ocasionados por la enfermedad generan pérdidas productivas y

econdmicas

Como se menciond en la seccion 4.2, el dano causado por estos hongos de la madera -
Botryosphaeriaceae- avanza desde la corteza hacia el tejido vascular, afectando el
movimiento tanto ascendente como descendente del agua y de los nutrientes, causando
dafo al afectar ramillas que presentan potencial fructifero. Por ejemplo, el desarrollo del
hongo Botryosphaeria dothidea -que afecta tanto brotes, racimos y puntos productivos
como ramas de segundo orden- puede causar pérdidas desde un 40 hasta un 100% del
cultivo con efectos directos sobre el rendimiento productivo (Jiang et al., 2015).
Manawasingle et al. (2016) indican que las condiciones de estrés en la planta, tanto a
nivel de suelo como aérea, se activa la patogenicidad del hongo llegando a causar incluso
la muerte de la planta lo que repercute en pérdidas econdmicas. Erza et al. (2017)
sefalan que al presentarse la interaccion huésped-patdégeno a nivel de madera se
perjudica la longevidad del arbol, debido a que estos microorganismos de la familia
Brotryosphaeriaceae a pesar de nutrirse a expensas del arbol generan una
descomposicion debilitadora, evitando el soporte de cargas como la fruta. Un estudio en
China demostrd que el efecto de gomosis (causada por familia Botryosphaeriaceae) en
arboles de hoja caduca se presentd de un 46 a 100% de la produccion disminuyendo la
cosecha de la fruta (Erza et al., 2017). Por ende, los danos necréticos causados por estos

hongos de la madera impactan directamente sobre el rendimiento, generando un dafio



econdémico en huertos frutales, obligando a su control para disminuir las lesiones en la

madera.

5.2.2. Las distintas especies de la familia generan confusion al determinar el agente

causal, por presentar los mismos sintomas

Una misma enfermedad puede ser causada por diversos agentes causales, ya sea de
diferentes o igual género, incluso de diferentes familias. Sin embargo, existe una alta
complejidad a la hora de querer determinar el verdadero agente causal mediante una
evaluacion morfologica; esto se debe a una similitud de sintomas entre ciertas especies.
Segun Manawasingle et al. (2016) la familia Botryosphaeriaceae presenta un total de 17
géneros con 195 especies, de los cuales los géneros mas relevantes son Botryosphaeria,
Diplodia, Dothiorella, Lasiodiplodia y Neofusicoccum. Por lo tanto, la identificacién resulta
dificil mediante las caracteristicas morfolégicas (tamano y forma de los conidios), porque
entre género-especie, 0 bien, entre géneros existe una estrecha relacion del cuerpo
estructural de los hongos anteriormente senalados (Lawrence, et al., 2017). Los grandes
géneros de la familia Botryosphaeriaceae se caracterizan por presentar acosporas
halianas a oscuras, ascomas multiloculares y una diversidad de morfos asexuales que
generalmente carecen de cubierta mucoide y apéndice apical (Slipper et al., 2013). Por
ende, no se pueden identificar especies de la familia Botryosphaeriaceae mediante la
técnica morfoldgica. Asimismo, ante cualquier estudio se tiene que corroborar la especie

de interés por medio de un analisis molecular.

5.3. El hongo B. dothidea es el principal agente causal de la enfermedad de cancro

en distintas especies

Es importante conocer a la especie de interés en profundidad, en cuanto a caracteristicas,
métodos de accioén y ciclo de vida, ya que se puede obtener informacion detallada a la
hora de querer controlar el agente causal de la enfermedad de cancro. El microorganismo
B. dothidea pertenece a los hongos superiores que Agrios (2006) clasifica en la
subdivision Ascomycotina, clase Pyrenomycetes y orden Sphaeriales; se caracteriza por
presentar la estructura reproductora en forma de saco que no esta totalmente cerrado.
Por otro lado, B. dothidea presenta anamorfo con género distinto (Fusicoccum aesculi),
donde Martos et al. (2008) sefiala que la fase asexual es comun de encontrar en la

naturaleza. Las caracteristicas morfolégicas son descritas por Lawrence et al. (2017)
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como conidios fusiformes halianos, con paredes delgadas que pueden volverse septadas
y tomar coloraciéon oscura con la edad. A lo largo del ciclo de vida del hongo es posible
identificar dos interacciones entre el microorganismo y la especie lefiosa. La primera,
como enddfitos en donde vive dentro de los tejidos de las plantas de forma asintomatica;
la segunda, cuando la planta sufre distintos grados de estrés se desarrolla el rol
patogénico, es decir, sintomatico causando la enfermedad de cancro en la madera
(Slippers et al., 2013). Sin embargo, Manawasingle et al. (2016) sefialan que el otro
cambio -de endofito a saprofito- esta dado por condiciones abidticas como temperatura y
humedad principalmente; otra forma de volverse patdégeno es mediante condiciones
biéticas como microorganismos, donde afloran nuevas especies y se genera una
competencia para poder mantenerse con vida a lo largo del tiempo en la planta lefiosa. Un
mecanismo de accion que puede explicar la patogenicidad del hongo es a través de la
sintesis de metabolitos secundarios estudiado por Martos et al. (2008); ellos comprobaron
que las fitotoxinas producidas por la especie B. dothidea inducen sintomas de lesién
necroética en el tejido de tabaco in vitro. Las formas de crecimiento y desarrollo de las
diferentes etapas del ciclo de vida del hongo son relevantes para el estudio de la

enfermedad.

5.4. Las condiciones de estrés en las plantas contribuyen a la patogenicidad del

hongo

Las especies lefiosas como frutales, forestales e inclusive las de bosques naturales se
encuentran creciendo bajo condiciones edafoclimaticas variables, las cuales influyen
directamente en el comportamiento de las plantas. Es por ello que variaciones
(temperatura, humedad o manejos realizados en la planta) a nivel de estrés generan una
mayor susceptibilidad al ataque de patdégenos. Segun Manawasingle et al. (2016) las
condiciones de estrés en las plantas por factores como la temperatura, radiacion,
humedad relativa, sequia 0 anegamiento, favorecen la colonizacién de la planta por parte
del patégeno. Sin embargo, también se puede generar estrés mediante dano fisico como
la poda, agravado con la presencia de lluvias (Manawasingle et al., 2016; Dai et al., 2017),
y a través de aperturas naturales como estomas, lenticelas o tejido enfermo
(Manawasingle et al., 2016). Por ultimo Manawasingle et al. (2016) sefialan que el cambio
climatico puede ser un factor que contribuya al desarrollo de especies de la familia

Botryosphaeriaceae, principalmente por un aumento de las temperaturas que propician
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del crecimiento y la distribucion de los hongos. Por lo tanto, existen diferentes formas de

tensién en las plantas en las que se favorece la invasion de estos microorganismos.

5.5. Las estrategias de control son indispensables para evitar o controlar la

expresion de B. dothidea sobre la madera

El control quimico es uno de los métodos de control mas eficaz, utilizado para reducir el
crecimiento micelial de B. dothidea en distintas especies frutales. De hecho, para poder
reducir el 50% del hongo in vitro en madera de nogal chino (Carya cathayensis), fue
efectivo afiadir concentraciones menores a 1 mg/L de ingredientes activos como
Tebuconazol y Difenoconazol (Dai et al., 2017). No obstante, solo el primer fungicida
presenta registro para plantas lefiosas como vid, palto, almendro, duraznero y pistacho en
Chile (SAG, 2018). Segun Pitt et al. (2012), el fungicida que presenté mayor eficacia de
control sobre B. dothidea in vitro en Vitis vinifera fue Tebuconazol con 0,03 mg/L. Un
experimento en ramas de manzano dejo clara evidencia de la efectividad del Benomilo, ya
que este componente de origen quimico -comparado con extractos y aceites organicos
como ajo y clavo de olor- logré reducir el tamario de la lesion de la enfermedad de cancro
(Brown and McManus, 2000). Por ende, los fungicidas son una opcién a considerar, ya
que tienen un resultado positivo sobre el control de la enfermedad de cancro; sin embargo

no hay estudios sobre la respuesta a de fungicidas en ramas de J. regia.

5.5.1. El control bioldgico es una alternativa a la utilizacién de productos guimicos

La utilizacion de microorganismos como bacterias sobre la patogenicidad de B. dothidea
ha sido contrastado con productos quimicos. En un experimento en ramas de alamo se
describié la eficacia de una cepa bacteriana Brevibacillus laterosporus, donde se logré
controlar entre un 70 a 90% de las lesiones del hongo en las ramas de alamo bajo
condiciones controladas (Jiang et al., 2015). Por otro lado, la capacidad de inhibicion in
vitro de la bacteria Bacillus amyloliquefaciens subsp. plantarum sobre el micelio del
patégeno, se comprobd que logra disminuir el crecimiento en un 50% en comparacion con
un testigo con 100% de crecimiento del micelio de B. dothidea (Cheng, et al., 2016). Li et
al. (2016b) corroboraron la eficacia de la B. amyloliquefaciens tras lograr una disminucién
del 20% la incidencia de la enfermedad de cancro en ramas de duraznero, en
comparacion a los tratamientos con agua y fungicida Carbendazol, siendo este ultimo

explicado como una respuesta de resistencia al fungicida por parte del hongo patdgeno.
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El fungicida Benomilo, es otro compuesto quimico utilizado para el control de cancro en la
agricultura, sin embargo no logra disminuir la incidencia de la enfermedad de cancro en
comparacion al control biolégico con B. amyloliquefaciens (Brown and McManus, 2000; Li
et al., 2016b). Los microorganismos antifungicos son efectivos tanto in vitro como en
campo para el control de B. dothidea. Sin embargo no se han realizado estudios del
control biolégico in vitro en J. regia, como tampoco se ha demostrado la efectividad del

control de B. dothidea mediante bacterias bajo las condiciones edafoclimaticas de Chile.
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6. Metodologia

6.1. Ubicacién geografica de los ensayos

El proyecto de investigacion constara de un total de 4 ensayos, los cuales se realizaran en

dos areas geograficas, que se detallan a continuacion:

a) La Palma, localidad situada en la comuna y provincia de Quillota de la region de
Valparaiso, Chile. En el laboratorio de fitopatologia de la PUCV se llevara a cabo
el primer ensayo del proyecto. Presenta una distancia de 4 km a la ruta 60 y 6 km

al centro de Quillota.

b) Requinoa, comuna de la provincia de Cachapoal de la regién del Libertador
General Bernardo O’Higgins, el cual presenta un clima calido supratermal con
régimen de humedad semi arido. Acumulacion anual de 1146 horas frio y 1979
grados dias con una precipitacion anual de 472 mm (Universidad de Chile y
AGRIMED, 2017). En la comuna de Requinoa se llevaran a cabo los ensayos 2, 3,

4 y 5 que corresponden a actividades en campo.

6.2. Insumos fungibles a ocupar

Para evaluar la incidencia de la enfermedad de cancro en campo se utilizara el cultivo de
nogal inglés variedad Chandler, ya que a nivel nacional es la variedad con mayor
superficie plantada (ODEPA, 2017). En los ensayos en campo se utilizaran plantas de

nogal adulta pertenecientes a la agricola Valles del Norte.

Para el control bioloégico en los diversos ensayos, se utilizaran placas de Petri con
colonias de las bacterias B. amyloliquefaciens y B. laterosporus, las cuales seran
obtenidas de la coleccion del laboratorio de fitopatologia de la PUCV, al igual que el

agente causal de la enfermedad de cancro, B. dothidea.

Para el tratamiento quimico se utilizar4d el fungicida Benomilo (Polyben 50 WP)

correspondiente a la empresa Anasac Chile S.A.

6.3. Ensayos

En el proyecto de investigacion sobre el control biolégico de la enfermedad de cancro (B.

dothidea) en nogal con bacterias benéficas (B. amyloliquefaciens y B. laterosporus), se



14

realizaran cuatro ensayos de forma secuencial: 1) evaluacién in vitro del control que
ejercen las bacterias sobre el patdégeno, 2) evaluar el control biolégico de B. dothidea en
plantas de nogal bajo condiciones controladas, 3) determinar en campo el efecto del
control biolégico sobre B. dothidea de forma preventiva contrarrestando con fungicida, 4)

evaluar el control biolégico de forma curativa en campo.

6.3.1. Primer ensayo: Evaluacion in vitro del control biolégico

Para llevar a cabo el primer ensayo de investigacion, se realizaran cinco tratamientos:
(TO) B. dothidea; (T1) B. dothidea y B. amyloliguefaciens; (T2) B. dothidea y B.

laterosporus; (T3) B. dothidea con ambas bacterias; (T4) B. dothidea y Benomilo.

Se empleara la técnica de cultivo doble (Pitt et al., 2012; Jiang et al., 2015; Li et al., 2016;
Cheng et al., 2016) y para ello, se iniciara con la preparacion del medio cultivo 15,7 g de
PDA deshidratada (frasco de 500 g marca Merck) por 400 ml de agua destilada en
matraces de Erlenmeyer de 500 ml, los cuales se sellaran con algodén hidrofobo y papel
aluminio para llevar al autoclave y esterilizar mediante vapor de agua. Posteriormente, se
enfriaran y se agregara el medio cultivo preparado a las placas Petri de 9 cm de
poliestireno estériles para que solidifique. Mediante las placas madres con cada
microorganismo se purificaran mediante el cultivo de un cuadrado de 1 cm sobre una
nueva placa con medio de cultivo para incubar durante 3 dias a 28°C. Se prepararan
soluciones madres con el fungicida quimico, para ello se suspendera en 1 ml de acetona
para luego modificar el medio de cultivo agregando 1 mg/L de i.a. (Pitt et al., 2012). Para
realizar el ensayo como tal, se sembrara un tapén de PDA con B. dothidea (1cm) en el
centro de la placa Petri de PDA, luego se adicionaran dos tapones de 1 cm de agar del
mismo tratamiento a una distancia de 2 cm del patégeno (Jiang et al., 2015; Li et al.,
2016; Cheng et al., 2016). Se sellaran los bordes de la placa con parafilm y se identificara
la placa con la fecha y tratamiento realizado (ejemplo: fecha-T1) para llevar a la
incubadora por 3 dias a 28°C. Finalizado el tiempo de incubaciéon se tomaran datos 3
veces con frecuencia de 5 dias, se analizaran los datos y se elaborara un informe del

ensayo in vitro con los resultados obtenidos.

6.3.2. Seqgundo ensayo: Evaluacion del control bioldgico bajo condiciones controladas

En el segundo ensayo de investigacion, se realizaran nueve tratamientos: (T0) B.

dothidea; (T1) Agua destilada; (T2) B. amyloliquefaciens; (T3) B. laterosporus; (T4)
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Benomilo; (T5) B. dothidea y B. amyloliquefaciens; (T6) B. dothidea y B. laterosporus; (T7)

B. dothidea con ambas bacterias; (T8) B. dothidea y Benomilo.

Cada tratamiento se realizara en un arbol de nogal adulto, del cual se seleccionaran tres
ramas al azar como unidad de muestreo. El control quimico se preparara segun
recomendacion de la etiqueta del fungicida y para el control bioldgico se utilizara 5x108
UFC/ml. Para el control positivo se inocularan las plantas con B. dothidea mediante tapon
de 1 cm de agar con micelio del hongo. Cada rama seleccionada se realizara una herida
mediante un bisturi donde de forma manual se aplicara cada tratamiento de forma
preventiva, es decir, se asperjara el fungicida o bacteria benéfica y luego de dos horas se
inoculara el patogeno, para tapar por completa la rama con una bolsa plastica
(Michailides, 1991). Se identificara cada rama tratada con una etiqueta indicando fecha y
tratamiento realizado. Los datos seran recolectando durante todo el periodo de primavera-

verano con una frecuencia de siete dias.

6.3.3. Tercer ensayo: Evaluacion del control bioldgico en campo de forma preventiva

En el tercer ensayo de investigacion, se realizaran seis tratamientos: (TO) B. dothidea;
(T1) Agua destilada; (T2) B. dothidea y B. amyloliquefaciens; (T3) B. dothidea y B.

laterosporus; (T4) B. dothidea con ambas bacterias; (T5) B. dothidea y Benomilo.

El procedimiento y recoleccién de datos se detallan en el apartado 6.3.2., con la diferencia
de que en el tercer ensayo no se evaluara el control biolégico bajo condiciones
controladas, por lo que luego de inocular con el patégeno se identificara cada rama (fecha

y tratamiento realizado) y no se utilizara la bolsa plastica.

6.3.4. Cuarto ensayo: Evaluacion del control bioldgico en campo de forma curativa

En el cuarto ensayo de investigacién, se realizaran tratamientos, procedimientos y
recoleccion de datos como se detallan en el apartado 6.3.3, con la diferencia de que los
tratamientos seran realizados de forma curativa, es decir, se inoculara con el patégeno y
luego de dos horas se asperjara con fungicida o bacteria benéfica, segun el tratamiento

que se esté realizando.
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6.4. Diseio experimental y analisis de datos

Se realizara un diseno experimental completamente al azar para el primer y segundo
ensayo y un disefio experimental en bloques completamente al azar para el tercer y

cuarto ensayo.

El primer ensayo constara de diez repeticiones, siendo la unidad experimental y de
muestreo una placa Petri de 9 cm y se evaluara el crecimiento del micelio de B. dothidea
en mm y el porcentaje de inhibicion por parte de los diversos controles del hongo,

considerando el 100% un crecimiento del patégeno de 20 mm desde el centro de la placa.

En el segundo ensayo se realizaran tres repeticiones, considerando como unidad
experimental un arbol de nogal adulto y como unidad de muestreo tres ramas al azar. La
variable respuesta sera el porcentaje de incidencia y severidad de la enfermedad de
cancro en la madera. El marco de plantacion sera de 7x7 m, que corresponde al

implementado en la agricola y se tendra un total de 60 plantas (2.940 m?) para el ensayo.

Para el tercer y cuarto ensayo se realizaran tres repeticiones y la unidad experimental
correspondera a un total de nueve arboles, de los cuales se seleccionaran 3 ramas al azar
de un solo arbol para la unidad de muestreo. En ambos ensayos se evaluara el porcentaje
de incidencia y severidad de la enfermedad. El marco de plantacion sera el establecido

por la agricola y se tendra un total de 216 arboles (10.584 m?) por cada ensayo.

Para cuantificar la incidencia y severidad de la enfermedad para los ensayos en campo,

se utilizaran las siguientes férmulas:

Y(nivel enfermedad ® n® lesiones)

A) Severidad (%) = % 100

n- totallesiones ® mayor nivel

_ _ Plantas con sintomas
B) Incidencia (%) = Total de plantas % 100

Se otorgaran valores para determinar el nivel de lesién segun longitud del cancro para
efectos de calculo: 0 sin lesion; 1 lesién < 1 cm; 2 lesion 1-2 cm; 3 lesion 2-3 cm; 3 lesion

> 3 cmy en los diferentes tratamientos.

Los datos seran evaluados mediante analisis de varianza (ANDEVA) y se utilizara el test

de separacion de medias de Tukey (a=0,05) con p<0,05.
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8. Plan de trabajo

8.1. Etapa 0: Mayo a julio de 2019

Se realizaran los contratos con la Agricola Valles del Norte, asi como también la seleccién
del personal para formar parte del equipo de trabajo del proyecto, ademas de efectuar las
compras de materiales e insumos para las diversas actividades administrativas, de

laboratorio y en campo.

8.2. Etapa 1: Julio a agosto de 2019

Se comenzara con el primer ensayo de evaluacion in vitro en el laboratorio de
fitopatologia de la PUCV, donde se llevaran a cabo actividades como la purificacion de los
microorganismos, preparacion del medio de cultivo, realizacion de los tratamientos
previamente explicados en el apartado 6.3.1., y su posterior evaluacion cuantitativa para

la elaboracion de un informe con los resultados obtenidos del experimento in vitro.

8.3. Etapa 2: Septiembre de 2019 a marzo de 2020

Se realizara el segundo ensayo y para ello se comenzara con el montaje y desarrollo de
las actividades en la agricola. En los meses de primavera y verano se registrara la
incidencia de la enfermedad de cancro sobre las plantas tratadas. A finales del afo 2019
se redactara y presentara el primer informe financiero del proyecto. Por ultimo, en el mes
de marzo se redactara un informe con los resultados del experimento realizado bajo

condiciones controladas.

8.4. Etapa 3: Septiembre de 2020 a marzo de 2021

Se continuara con el tercer ensayo en campo, donde se realizara todo el montaje y
desarrollo de las actividades como son la eleccion de plantas, realizacion e
identificaciones de los tratamientos como tal y la recoleccién de datos. Se elaborara un
informe financiero a finales del ano 2020 y se finalizara el tercer ensayo en el mes de
marzo de 2021 mediante un informe con el andlisis estadistico de los resultados

obtenidos.
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8.5. Etapa 4: Septiembre de 2021 a marzo 2022

Durante los meses de septiembre a marzo se continuara con el montaje y desarrollo del
cuarto y ultimo ensayo de investigacion del proyecto. Se realizara un informe financiero
para finales del afio 2021 y un informe con los resultados obtenidos del cuarto ensayo en

campo.

8.6. Etapa 5: Marzo a abril de 2022

En la ultima etapa del proyecto de investigacion, se redactara un informe final con todos
los resultados y analisis estadisticos de cada ensayo realizado, el cual sera publicado en

la revista cientifica Plant Disease y se finalizara con un seminario en Chilenut.
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10. Resultados esperados
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Objetivos especificos

Resultados esperados

OB1 | Determinar la efectividad | Control biolégico disminuye el crecimiento in vitro
del control biolégico | del patdgeno en 10 mm respecto al control con 20
utiizando  bacterias  del | mm de crecimiento micelial.

énero Bacillus
J y Control biolégico disminuye en 50 puntos
Brevibacillus de forma in ,
porcentuales con respecto a un testigo con 100%
vitro. -
de crecimiento del hongo.

OB2 | Evaluar el efecto del control | Tratamientos solo con las bacterias o fungicida no
biolégico preventivo con | presentan presencia de cancro o debilitamiento de
bacterias en plantas de | la madera.
nogal bajo condiciones de

g J Control biolégico disminuye la incidencia de la
campo.

P enfermedad entre 20 a 30 puntos porcentuales
respecto a un testigo con 100% de incidencia de
cancro.

OB3 | Determinar el efecto del | Control biolégico disminuye la incidencia de la
control biolégico preventivo | enfermedad de cancro entre 20 a 30 puntos
del patégeno en nogal bajo | porcentuales respecto a un control con 100% de
condiciones de campo incidencia de la enfermedad.

OB4 | Comparar la efectividad del | Control biolégico disminuye la incidencia de la
control biolégico con | enfermedad entre 20 a 30 puntos porcentuales,
bacterias benéficas versus | mientras que el control quimico logra disminuir
el control quimico con | entre 5 a 10 puntos porcentuales, ambos con
fungicidas. respecto a un testigo con 100% de incidencia.

OB5 | Evaluar la efectividad del | Control biolégico logra disminuir la incidencia de la

control biolégico de forma
curativa sobre plantas de

nogal en campo.

enfermedad entre 15 a 20 puntos porcentuales,
respecto a un testigo con 100% de incidencia de

cancro.




11. Organizacién

11.1. Cargos y funciones
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Formacion Cargo en el | Funciones (N°) Costo Aporte del
/grado proyecto del FONDO
académico personal | CONCUR-
(MM$) SABLE
(MMS$)
Ing. Agronomo | Director 1. Formular y ejecutar el| 15 0.75
Ph. D. en | general proyecto.
Fitopatologia
P g 2. Coordinar y tomar decisiones
Frutal .
en relacion a contratos y compra
de insumos y materiales.
3. Coordinar el recurso humano.
4.  Planificar los  diversos
tratamientos para el control de la
enfermedad.
5. Dirigir y participar de la difusion
de resultados.
Ing. Agronomo | Director 1. Colaborar en la formulacion, | 1.5 0.75
Ph. D. en]| alterno ejecucion y gestion del proyecto.
Fisioloai
'siologia 2. Coordinar las relaciones con
Frutal

los proveedores de insumos y

empresas asociadas al proyecto.

3. Disenar los experimentos de

los ensayos in vitro y en campo.

4. Participar de la difusion de

resultados.
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Ing. Agronomo | Investigador | 1. Ejecutar y gestionar los | 1.0 0.75
Ph. D. en | principal diversos ensayos.
Frutales de
2.  Analizar los resultados
Hoja Caduca ,
obtenidos
3. Elaborar planillas Excel vy
elaboracion de informes
semestrales con el analisis
estadistico de los resultados
obtenidos.
Ing. Agronomo | Investigador | 1. Supervisar las labores del jefe | 1.0 0.75
Ph. D. en | asistente de campo y laboratorio.
Epidemiologia
P g 2. Gestionar y supervisar el
y control de i
montaje y desarrollo de los
enfermedades
ensayos.
en plantas
3. Recoleccion y analisis de
datos.
Ing. Agronomo | Jefe de | 1. Supervisar las actividades en | 0.7 0.3
MSc. campo campo.
Agropecuarias .
2. Recoleccion de datos en
campo.
3. Colaborar con el analisis de los
datos recolectados.
Técnico Jefe de | 1. Montaje y desarrollo del| 0.5 0.5
Bioquimico laboratorio | ensayo en laboratorio.
2. Recoleccion de datos.
Técnico Encargado | 1. Montaje y desarrollo de los | 0.6 0.6
Agricola de campo ensayos en campo.
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Contador
Auditor

Contador

1. Gestionar el estado financiero

por afio del proyecto.

2. Efectuar pagos mensuales al

personal del proyecto.

3. Elaboracion de informes

anuales.

0.9

0.9




12. Presupuesto

12.1. Presupuesto total por cuenta (M$)

Fondo
Cuenta Concursable Aporte PUCV Total (M$)
.. No
Pecuniario . .
Pecuniario
A. | Total
Recursos 169.710 0 72.000 241.710
Humanos
B. | Total
Subcontratos 0 0 0 0
C. | Total
Capacitacion 0 0 0 0
D. | Total Misiones
T , . 1.363 0 650 2.013
ecnoldgicas
Total Difusion 3.000 0 100 3.100
F. | Total Gastos
., 763 0 0 763
de Inversion
G. | Total Gastos
., 480 0 25.500 25.980
de Operacion
H. | Total Gastos
de 0 0 0 0
Administracion
Porcentaje de
64 27 9 100
aporte
TOTAL (M$) 175.316 72.650 25.600 273.566




12.2. Presupuesto total por afio (M$)
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Cuenta Ano 1 Ano 2 Ano 3 Ao 4 | Total (M$)
A. |Total Recursos
Humanos
Pecuniario 0 0 0 0 0
No Pecuniario| 60.427,5 | 60.427,5 | 60.427,5 | 60.427,5 | 241.710
B. Total Subcontratos
Pecuniario
No Pecuniario
C. Total Capacitacion
Pecuniario
No Pecuniario
D. Total Misiones
Tecnoldgicas
Pecuniario 0 0 0 0 0
No Pecuniario| 503 25 503,25 503,25 503,25 2.013
E. Total Difusion
Pecuniario 0 0 0 0 0
No Pecuniario 775 775 775 775 3.100
F. Total Gastos de
Inversion
Pecuniario| 190,75 190,75 190,75 190,75 763
No Pecuniario 0 0 0 0 0
G. Total Gastos de
Operacion
Pecuniario 0 0 0 0 0
No Pecuniario| 6495 6.495 6.495 6.495 25.980
H. Total Gastos de
Administracién
Pecuniario 0 0 0 0 0
No Pecuniario
0 0 0 0 0
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Total (M$)

Pecuniario

No Pecuniario

190,75
68.200,8

190,75
68.200,8

190,75
68.200,8

190,75
68.200,8

763
272.803




13. Anexos
13.1. Costo total del proyecto
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COSTO FINANCIAMIENTO
ITEM TOTAL INSTITUCIONAL SUMA DE APORTES DE ASOCIADAS FONDEF
mM$ M$ INCREMENTAL (*) | NO INCREMENTAL (*) m$

HONORARIOS, INCENTIVOS, REMUNERACIONES 252.510 72.000 0 10.800 169.710
SUBCONTRATOS 5.000 0 0 5.000 0
CAPACITACION 0 0 0 0 0
EQUIPOS 11.013 650 0 9.000 1.363
SOFTWARE 316 268 0 0 48
MATERIAL FUNGIBLE 7.013 0 6.250 0 763
PASAJES 0 0 0 0 0
VIATICOS 0 0 0 0 0
SEMINARIOS, PUBLICACIONES Y DIFUSION 3.100 100 0 0 3.000
PROPIEDAD INTELECTUAL E INDUSTRIAL 0 0 0 0 0
INFRAESTRUCTURA 25.980 25.500 0 0 480
GASTOS GENERALES 8% Max. (ver nota N°1) 3.543 0 0 0 3.543
GASTOS DE ADM. SUPERIOR 12% Max. (ver nota
N°2) 0 0 0 0 0
TOTAL 308.475 98.518 6.250 24.800 178.907
PORCENTAIJE 100% 32% 2% 8% 58%

Validacién | Cumple Aportes Cumple Max.

% Aportes Minimos Cumple Aportes Minimos FONDEF




13.2. Remuneraciones, honorarios e incentivos
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] DEDICACION FINANCIAMIENTO
ITEM INSTITUCION | | 05 | ncenTivos | REMUNERACIONES | o | ovecTo | MESESA | TOTAL SUMA DE APORTES DE FONDEF oL
(sefialar nombrey | 0 EMPRESA | ) 0 wig/nes | INSTITUCIONALES | "1 wpr | CONTRATAR | PROYECTO | INSTITUCIONAL [\ oo NO o
cargo) ASOCIADA MS$/MES Ne MS M$ INCREMENTAL | HONORARIOS |  INCENTIVOS
JORNADA (*) )
DIRECTOR(A), DIRECTOR(A) ALTERNO(A), INVESTIGADORES(AS)
Director general __|PUCV. 0 750 1.500 2250 50,00% 48 54.000 36.000 0 0 0 18.000] 54.000
Director alterno___|PUCV. 0 750 1.500 2250 50,00% 48 54.000 36.000 0 0 0 18.000 54.000
Investigador principal 1.000 0 1.000 2.000 50,00% 48 48.000 0 0 0 48.000 o[ 48000
Investigador asistente 1.000 0 1.000 2.000 50,00% 48 48.000 0 0 0 48.000 o[ 48000
[ 0 0 0 0 0,00% 0 0 0 0 0 0 0 0
PROFESIONALES
[ingeniero Agrénomo [ 300] of 700 1.000] 50,00%| 48 24.000] 0 of of 24.000] o] 24.000|
[ [ of of of of 0,00%| 0 of 0 of of of of 0|
TECNICOS
Técnico Bioguimica 500 0 0 500 30,00%) 5 750 0 0 0 750 of 750
Contador 900 0 0 900 30,00%) 48 12,960 0 0 0 12.960 o] 12960
Técnico Agricola 600 0 0 600 50,00% 36 10800 0 0 10.800 0 o] 10.800
PERSONAL DE APOYO Y TESISTAS (PRE Y POST GRADO)
[ [ of of of of 0,00%] 0 0 0 0 0 0 0 0
[ [ of of of of 0,00%] 0 0 0 0 0 0 0 0
SUBTOTAL 252510 72.000 0 10.800 133.710 36.000| 252.510
Monto Monto
Incentivos Total
Validado Validado




13.3. Subcontratos
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FINANCIAMIENTO
Nomb d'TEMb at INSTITUCION O Debe OBJdET'fVO laral TOTAL SUMA DE APORTES DE ASOCIADAS TOTAL
c:ﬂ:‘o::]e: 5;'0 cr::n;a d‘; EMPRESA descrie cei;:g;:f:;v?ci‘:mjecs:r:’e ziere PROYECTO | INSTITUCIONAL | INCREMENTAL | NO INCREMENTAL | FONDEF s
» _Z dg ASOCIADA p o 9 q M$ M$ * * M$
actividades contratar MS MS
Superficie aproximada de 2,5 ha para
, Ilevar a cabo los experimetnos en
Agricola Valles . .
Huerto Valles del Norte campo, inlcuye agua, energia,
del Norte .

seguridad, bodega, mano de obra,

fertilizacion. 5.000 0 5.000 0 5.000
SUBTOTAL 5.000 0 5.000 0 5.000

Monto Total
Validado
13.4. Software
< FINANCIAMIENTO
DESCRIPCION C0OsTO TOTAL  INSTITUCION | SUMA DE APORTES DE ASOCIADAS TOTAL
Los softwares de uso general no son financiados por UNITARIO CANTIDAD PROYECTO AL INCREMENTAL (") ) FONDEF MS
FONDEF MS/UNIDAD M mM$
> 2 M$ M$ M$
Microsoft office 365 incluye todas las aplicaciones y se
usard en la totalidad del proyecto, $/unidad hace
referencia al valor anual por computador 67 4 268 268 0 0 268
Software estadistico IBM SPSS 25.0 48 1 48 0 0 0 48 48
SUBTOTAL 316 268 0 0 48 316
Monto Total
Validado




13.5. Equipos
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COSTO UNITARIO FINANCIAMIENTO
NOMBRE DEL EQUIPO ) ADQUISICION ARRIENDO CANTIDAD TOTAL SUMA DE APORTES DE ASOCIADAS TOTAL
Detalle los equipos DESCRIPCION £QUIPO EQUIPOO USO |UNIDADESO| PROYECTO | INSTITUCIONAL FONDEF MS
individualmente MS/UNIDAD UNIDADES MESES MS M$ INCREMENTAL (*) |NO INCREMENTAL (*) M$
EXISTENTES MS$ MS

Equipos de oficina

Una impresora por oficina para imprimir
Impresora HP los informes mensuales o diversos

reportes 30| 0| 2| 60 0| 0 0 60 60
Notebook Marca HACER, procesador Intel Celeron

4GB, RAM-500GB, pantalla 14" 250 0 4 1.000 0 0) 0 1.000 1.000]
Equipos de campo
Termohigrémetro LH500 |Medidor portétil de la temperaturay
marca Ehdis humedad p] 0 1 3 0 0 0 p] 3

Marca Volkswagen saveiro afio 2016
Camioneta (27.053 km), tipo de combiustible

bencina, 2 puertas 9.000]| 0| 1] 9.000]| 0| 0 9.000] 0| 9.000]

Instrumento para medir el crecimeitno
Pie de metro en mm del hongo a nivel de laboratorio

y campo 10| 0| 2 20| 0| 0f 0| 20 20
Celulares Marca Nokia 8GB color negro 70| 0 2| 140) 0 0| 0 140 140
Equipos de laboratorio

Marca Memment IN30 digital y
Incubadora de crecimienfconveccion natural de 32 litros, T° min:

5°Cy méx: 80°C 360 0 1 360 360 0 0 0 360

Equipo de esterilizacion de materialesy
Autoclave vertical medios de cultivo, marca Bluestone

autoclave VA-FJ de 35 litros 290 0 1 290 290 0| 0 0) 290
Balanza analitica Balanza digital de 0,001 gr a 500 gr 100, 0| 1] 100, 0| 0f 0| 100 100}
Matraz Erlenmeyer Volumen de 500 ml y material de vidrio 4 0| 5 20| 0] 0 0| 20 20
SUBTOTAL 11.013| 650 0| 9.000| 1.363] 11.013}

Monto
Total
L Validado |




13.6. Material fungible
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FINANCIAMIENTO

SUMA DE APORTES DE ASOCIADAS

) INSTITUCION O COSTO TOTAL | \NsTITUCIO TOTAL
DESCRIPCION EMPRESA UNITARIO | CANTIDAD | PROYECTO NAL INCREMENTAL | NO INCREMENTAL FONDEF s
ASOCIADA MS$/UNIDAD M$ S ) * MS
M$ M$
para experi enlab io

Caja de 500 placas Petri de plastico estéril 90 mm 70 1 70 0 0 0 70, 70|
Frasco de 500 g de agar potata-glucosa
deshidratado, marca Merck 50 1 50 0 0| o) 50 50
Matraz Erlenmeyer 500 ml 6 4 24, 0| 0 0 24 24
Mango bisturi N°11 2 5 10, 0 0 0 10 10|
Hojas de bisturi N°11, caja de 100 unidades 1 5 5 0 0 0 5 5
Bidon Agua destilada 5L 4 5 20 0 0| 0| 20 20
Probeta de plastico 1000 ml 1 20 20, 0 0 0 20 20|
Fungicida Benomilo 15 2 30, 0 0 0 30, 30
Placas con Botryosphaeria dothidea 100 1 150 0 0 0 150 150
Placas con Bacillus amyloliquefaciens 100 1 150 0 0 0 150 150
Placas con Brevibacillus laterosporus 100 1 150 0 0| o) 150 150
Rollo parafilm "M" 20 1 20, 0 0 0 20 20
Set 5 plumones Sharpie punta fina color negro 5 2 10| 0 0 0 10 10|
I para experi en campo
Plantas de nogal var. Chandler Agricola Valles del

Norte 5 600 3.000; 0] 3.000] 0] 0] 3.000,
Cafieria con gotero incorporado autocompensado  |Agricola Valles del
rollo 500 metros Norte 200 10 2.000 0 2.000 0 0 2.000

. e Agricola Valles del

Carteles identificadores Norte 10 50 500 o 500 o o 500
Bolsas pldsticas 100 unidades Agricola Valles del

Norte 15 50 750 0] 750 0] 0] 750
Insumos de oficina
Caja de 50 lapices pasta bic color azul 10| 2 20, 0 0 0 20, 20|
Resma tamafio carta Alquimia 4 2 8| 0 0| o) 8 8
Tinta color HP 13 1 13 0] 0] 0] 13| 13|
Tinta color negro HP 13 1 13 0 0| 0| 13, 13,
SUBTOTAL 7.013] 0 6.250] 0] 763 7.013

Monto Total

Validado




13.7. Seminarios, publicaciones y difusion
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FINANCIAMIENTO
INSTITUCION COsTO TOTAL SUMA DE APORTES DE ASOCIADAS
L INSTITUCION TOTAL
DESCRIPCION O EMPRESA | UNITARIO CANTIDAD PROYECTO AL INCREMENTAL | NO INCREMENTAL FONDEF MS$
ASOCIADA | M$/UNIDAD M$ MS * ™) M$
M$ M$
Charla deinicio del proyecto de investigacion en Aula Media para
una capacidad de 100 personas PUCV 100 1 100 100 0 0 0 100
Banqueteria para la charla realizada en la PUCV considerando
$15000/persona 1.500 1 1.500 0 0 0 1.500 1.500
Charla en Chilenut de cierre del proyecto de investigacion en salén en
un hotel, incluendo banqueteria y equipos para proyeccion de la
presentacion 1.500 1 1.500 0 0 0 1.500 1.500
SUBTOTAL 3.100 100 0 0 3.000 3.100
Monto Total
Validado
13.8. Gastos generales
FINANCIAMIENTO
CosTO TOTAL SUMA DE APORTES DE ASOCIADAS AL
DESCRIPCION (Gastos generales) UNITARIO CANTIDAD PROYECTO |INSTITUCIONAL| INCREMENTAL FONDEF
NO INCREMENTAL (*) M$
M$/UNIDAD m$ Ms *) ms
M$
M$
Bencina (COPEC) 95 797 3 2.391 0 0 0 2.391 2.391
Peajes 4 288 1.152 0 0 0 1.152 1.152
SUBTOTAL 3.543 0 0 0 3.543 3.543
Monto FONDEF
on o' Monto Total Validado
Validado




13.9. Infraestructura
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COSTO UNITARIO FINANCIAMIENTO
noweeDELa | NSTTUCION cAso ApQuIsicioNEs | CASO ARRIENDO O | CANTIDAD | TOTAL EMPRESALOTIASDAACONTRAPARIE L owoee | TomaL
INFRAESTRUCTURA O EMPRESA DESCRIPCION 0 HABILITACION USO UNIDADES UNIDADES | PROYECTO [ INSTITUCIONAL " " MS MS
ASOCIADA (MS/UNIDAD) EXISTENTES O MESES M$ S INCREMENTAL (*) | NO INCREMENTAL (*)
(M$/MES)
Laboratorio de 50 m?, espacio
Laboratorio de suficiente para para el autoclave,
X . Pucv incubadora de crecimiento, 0 1.500] 4 6.000f 6.000 0| 0| 0| 6.000)
fitopatologia . . .
mesones, sillas, cdmara de cultivo
y refrigerador
Oficina de 15 m? para poner 2
Oficina pPuUCvV escritorios donde trabajaran el 0| 225 40 9.000] 9.000] o] o] o] 9.000|
gerente general y el alterno
Oficina de 15 m? para poner 2
Oficina PUCV escritorios donde trabajaran el 0 225 40| 9.000| 9.000] 0 0 0 9.000)|
investigador primario y el aistente
Sala de reunion de 20m* donde se
juntaran todos los Doctores del
proyecto para discutir temas y
Sala de reunién pPUCv tomar desiciones en conjunto, se 0| 300 5| 1.500] 1.500 o] o] o] 1.500]|
utilizara al principio del proyecto,
despues de cada experimento
terminado y al final del proyecto
. Marca Tuhome, medidas:
Escritorios 121%42¢75 cm color wengue 100 0| 4 400 0 0| 0| 400 400
Sillas Marca Asenti, medidas: 59x56x89 20 o 2 50| o 0 0 80 50
cm color negro
SUBTOTAL 25.980 25.500 0| 0| 480) 25.980|
Monto Total
Validado




