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> Resumen
del Proyecto

a Regioén del Bio-Bio concentra gran parte de la produccién

forestal del pais, tanto por la superficie plantada, como
por las industrias asociadas y ademas, la mayor produccién de
plantas de P, radiata. Por lo tanto, actualmente es la regiéon mas
afectada por la enfermedad causada por Fusarium circinatum
y donde tendria mayor impacto en el futuro, en caso de
diseminarse hacia plantaciones comerciales. Es por esta razon,
y por el hecho que actualmente no existen alternativas de alta
eficacia para el control de E circinatum, es que las principales
empresas y viveros forestales de la region del Bio-Bio y el pais,
participaron en el proyecto con la finalidad de desarrollar un

producto de biocontrol para esta patologia.

A la fecha, no existen productos registrados para el control
quimico de E circinatum, ademas de presentar restricciones
debido a normativas ambientales. La resistencia genética no
constituye una alternativa de control a corto plazo, debido
al periodo de tiempo requerido para liberar materiales
resistentes con caracteristicas comerciales. El control a través
de manejo del cultivo, aunque presenta resultados, aun es

insuficiente.

Debido a los problemas que presentan los métodos de control
antesmencionados, el controlbiolégico,atravésdelautilizacion
de microorganismos antagonistas al patégeno, es la estrategia
mas razonable para el control de esta enfermedad en viveros.
Con el producto que se pretende desarrollar, y por evidencias
obtenidas en ensayos previos en el Laboratorio de Patologia
Forestal (UdeC), se espera alcanzar una eficacia de control
en viveros mayor a 90%, superior a otros procedimientos de

control aplicados hasta el momento.

Durante el desarrollo del proyecto se logré obtener dos cepas

de hongos con gran capacidad de control de FE circinatum en
condiciones de invernadero. Ademas, se generd un cepario de
3.400 hongos y bacterias, y un protocolo de produccién masal

de los hongos de biocontrol.

Los resultados de este proyecto permitiran desarrollar un
producto para el control de E circinatum en los viveros de P.

radiata del pais.

Ademas, en el mediano plazo permitira el desarrollo de nuevos
negocios biotecnolégicos relacionados con la produccion,
comercializaciéon y asistencia técnica, del producto de
biocontrol.




Origen del
Problema




> Origen

del Problema

sarium circinatum fue determinado en P radiata en Chile el afio 2001,
F‘;n plantas madres aun en formacion y otras ya establecidas en terreno,
utilizadas para la produccién de estaca en los viveros forestales. Actualmente,
el patégeno se encuentra en los mayores viveros entre la Region del Libertador
Bernardo O'Higgins y la Region de Los Lagos. El patdgeno no se ha extendido atin
a plantaciones adultas; en terreno ha sido observado en numerosas plantaciones
los primeros afios de establecidas las plantas y el origen de las infecciones
siempre han estado asociadas a viveros desde donde fueron despachadas plantas
asintomaticas, situacion similar a la descrita en California y a la que se atribuye
la rapida distribucién de la enfermedad. En Sudéafrica, la enfermedad tenia el
mismo comportamiento que en Chile, y ocurria solo en viveros de P. patula y
luego de aproximadamente 15 afios comenz6 a extenderse a las plantaciones de
esta especie, siendo esta situacién la que podria ocurrir en Chile en los préximos

anos.

En el pais, las pérdidas son variables entre los viveros y la enfermedad esta
bajo regulaciones establecidas por el Servicio Agricola y Ganadero, que realiza
muestreos perioédicos en todos los viveros de pino. Las pérdidas en huertos de
plantas madres han alcanzado en algunos viveros sobre el 40% de las plantas y
en otros se mantuvo sobre el 20%. En produccién de plantas, las pérdidas son
menores pero han alcanzado hasta 14% de la produccién (Figura 1 A).

Si bien las pérdidas directas de plantas en los ultimos afios se han reducido,
el riesgo que la enfermedad se expanda a la plantacién permanece. Informes
indican que las pérdidas en viveros asociadas a F circinatum sobrepasaron 14%,
el porcentaje de predios plantados con presencia del patégeno a un ano de la
plantacién alcanzé a 84% y cuando el maximo en el vivero alcanzé sobre 5%, el
porcentaje de predios plantados con plantas de ese vivero que tuvo deteccion
positiva alcanz6 34% (CPF 2005).




Figura 1.

Fusarium circinatum presente en los diferentes sistemas de produccién de plantas de Pinus radiata en viveros (a) y en

plantaciones causando muerte en plantas de P, radiata (b).

El hecho que el patégeno se determine en terreno a un afio o
mas de la plantacidn, se produce por el tipo de dafio que causa
E circinatum en plantasjovenes, las que van a mostrar sintomas
de la infeccién solamente cuando la lesién (o cancro) circunde
el cuello de las plantas produciendo marchites y muerte
(Figura 1 B). De este modo, infecciones tardias en el vivero no
presentan sintoma alguno de enfermedad en el momento de
la extraccion y despacho de las plantas a terreno. Las plantas
llevadas a terreno que presenten la enfermedad, terminan
muriendo en la plantacién y sobre ellas se producen las
estructuras reproductivas de E circinatum, con el consiguiente
riesgo que el in6culo producido alcance plantaciones de mayor

edad y se establezca sobre ellas en el pais.

Hasta la fecha, la enfermedad se encuentra confinada a los
viveros forestales, donde las medidas de manejo aplicadas
corresponden principalmente a la sanitizaciéon de substratos
y bandejas mediante aplicacién de calor (vapor y agua caliente
respectivamente) y eliminacién de plantas con sintomas
y/o signos de la enfermedad. No se presentan productos
registrados para el control quimico y no se comercializan
agentes de control biolégico que sean eficaces para el control
de la enfermedad. Esta situaciéon dificulta el manejo de la
enfermedad en los viveros afectados. El problema causado por
el patégeno en viveros de P. radiata, sumado al potencial de
dafio alas plantaciones, es que surgi6 lanecesidad de investigar
nuevas medidas de control, como el control bioldgico, para ser
incluidas en el manejo integrado de la enfermedad.




. . Desarrollar un bioproducto innovador, eficaz, eficiente y
> Objetivo

ambientalmente compatible, para el control de F circinatum en la

produccion de plantas de P. radiata, que permita una reduccion de

General

pérdidas econémicas para el sector forestal.
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> Resultados

1 Microorganismos con accidn antagdnica in vitro contra E circinatum

Fueron obtenidas cepas de hongos (2.125) y bacterias (1.314)
desde el suelo y plantas, colectadas en viveros forestales,
bosques nativos y cultivos agricolas, localizados entre las
regiones del Libertador Bernardo O'Higgins y De los Rios
(Figuras 2 y 3) (Cepario de hongos y bacterias). Las cepas de
hongos y bacterias fueron ensayadas en condiciones in vitro,
y se determind que existe una gran cantidad de cepas con

diferentes grados y tipos de antagonismo contra F circinatum

(Figuras 4y 5).
Figura 2.
Cepas de hongos vy bacterias aisladas de suelo y muestras de
plantas, colectadas desde diferentes ambientes.
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Figura 3.

Cepas de hongos y bacterias aisladas desde diferentes érganos de la planta, substrato, cebos, recolectadas de diferentes lugares.
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> Resultados

Figura 4.
Ensayo in vitro de actividad antagdnica de hongos (a) y bacterias (b) frente a Fusarium circinatum.

Figura 5.
Diferentes tipos de actividad antagdnica contra Fusarium circinatum. Antibiosis (a), micoparasitismo (b) v lisis de hifas (c).

2 Microorganismos eficaces para el control de E circinatum en invernadero y vivero

Mediante ensayos in vitro fueron seleccionadas un gran nimero de cepas de hongos (197) y bacterias (120) con actividad
antagodnica contra F circinatum. Las cepas fueron probadas en condiciones de invernadero, con substrato estéril, en donde 88
cepas de hongos y bacterias alcanzaron altos niveles de control del patégeno (Figura 6, 7, 8 y 9). Los niveles de reduccion de la
mortalidad atribuida a F circinatum alcanz6 hasta 100% por parte de algunas cepas, donde 22 cepas de hongos y 9 cepas de

bacterias presentaron control sobre 9 y 66%, respectivamente (Figuras 10y 11).

A continuacidn, estas cepas fueron probadas en condiciones de invernadero (substrato natural) y viveros forestales (in6culo

natural del patégeno).
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> Resultados

En los ensayos en condiciones de invernadero con diferentes
origenes de substrato (natural), 14 cepas de hongos y 2 de
bacterias alcanzaron niveles de control sobre el 70%. En estos
ensayos finales se privilegiaron mezclas de cepas las que
obtuvieron resultados variables, siendo la mezcla conformado
por las cepas CBF 2028, CBF 1516, CBF 1774, la que obtuvo
mejores resultados en estos ensayos las que fueron testeadas
en condiciones de invernadero y vivero en forma de mezclas
de cepas de igual género.

En un ensayo final, la aplicacion de dos cepas individualmente,
una al substrato y otra a las raices proporcionaron 100% de
control de E circinatum (Figura 12).

Los resultados indican la posibilidad de utilizar cepas de
hongos seleccionadas para el control de E circinatum en
viveros de P. radiata. Para el desarrollo final de producto de

biocontrol es necesario concluir con la fase de formulacion del

producto. Figura 6 _ ) )
Tratamientos de ensayo de invernadero, control sin patdgeno (a),
tratamiento con antagonista (b) y control solo con patégeno (c).
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Figura 7.

Numero de cepas de hongos y bacterias probadas en condiciones de invernadero, que presentan control entre 40% y 100% de
Fusarium circinatum.
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Figura 8.

Antagonistas flngicos que presentaron control sobre 60% de Fusarium circinatum en plantulas de Pinus radiata, de acuerdo al lugar de
colecta de los aislamientos.
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Figura 9.

Antagonistas bacterianos que presentaron control de Fusarium circinatum sobre 60% en plantulas de Pinus radiata, de acuerdo al lugar
de colecta de los aislamientos.
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Figura 10.
Mortalidad de plantulas de Pinus radiata causada por Fusarium circinatum en ensayos 1 (A) y 2 (B) con substrato natural, en condiciones
de invernadero. *diferencias significativas para mortalidad total respecto al control patogeno.
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Figura 11.
Mortalidad de plantulas de Pinus radiata causada por Fusarium circinatum en cuatro ensayos, utilizando substrato natural,y en condiciones
de invernadero. *diferencias significativas para mortalidad total respecto al control patégeno.
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Figura 12.
Incidencia de Fusarium circinatum en plantas de Pinus radiata tratadas con diferentes combinaciones de antagonistas en substrato natural
y en raices.

3 Cepas para biocontrol y método de producciéon masal

Después de los ensayos realizados, tanto in vitro como in vivo (invernadero y vivero), fueron seleccionadas un conjunto de
doce cepas de hongos que obtuvieron los mejores resultado de control de E circinatum, destacandose dos cepas por una
mayor actividad de biocontrol (CBF 1689 y CBF 2120) (Figura 13). También, se implementé el método de producciéon masal
de estos hongos, correspondiendo a fermentacion solida.

Figura 13.
Cepas con accién de biocontrol contra Fusarium circinatum. Cepas 591, 1689, 2026y 2120.
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