NOMBRE DEL PROYECTO.

Desarrollo del control etoldgico y bioldgico para escarabajos de la corteza del pino.

ZONA GEOGRAFICA DE EJECUCION.

Regiones Séptima, Octava, Novena y Décima.

INSTITUCIONES RESPONSABLES DE LA EJECUCION.

AGENTE POSTULANTE. RESPONSABLE DEL PROYECTO:

NOMBRE O RAZON SOCIAL: Controladora de Plagas Forestales S.A.

INSTITUCION ASOCIADA PARA LA EJECUCION:

NOMBRE O RAZON SOCIAL: Instituto de Investigaciones Agropecuarias (INIA)

INSTITUCION ASOCIADA PARA LA EJECUCION:

NOMBRE O RAZON SOCIAL: Universidad De Concepcion

RESUMEN DE COSTOS Y FUENTES DE FINANCIAMIENTO ($).

COSTO TOTAL $450.181.263.- 100%
APORTE FONDO $238.210.885.- 53%
APORTE POSTULANTE $211.970.378.- 47%

FECHA DE INICIO Y DURACION DEL PROYECTO (EN MESES).

FECHA DE INICIO 1 de marzo de 2008

FECHA DE TERMINO 29 de febrero de 2012

DURACION DEL PROYECTO (MESES) |48




PROPOSITO, OBJETIVO GENERAL Y OBJETIVOS ESPECIFICOS.

Hipotesis

Los escarabajos de la corteza Hylurgus ligniperda e Hylastes ater interactian
quimicamente con sus hospederos, respondiendo olfativamente a los semioquimicos
emitidos por estos y son susceptibles al ataque de hongos entomopatégenos.

Objetivo general

Desarrollar un sistema de monitoreo y control bioldgico de Hylurgus ligniperda e
Hylastes ater basado en el uso de semioquimicos y hongos entomopatégenos, con el
fin de reducir la presencia de estos escolitidos en puertos y recintos forestales.

Objetivos especificos

1.

Aislar, identificar y evaluar la actividad biolégica en H. ligniperda y H. ater de los
compuestos volatiles emitidos por el follaje, tocones y madera aserrada de P.
radiata.

Aislar, identificar y evaluar la actividad biolégica de los compuestos volatiles
emitidos por machos y hembras de H. ligniperda y H. ater.

Prospectar, seleccionar y evaluar aislamientos de hongos entomopatégenos
especificos para el control y/o manejo de H. ligniperda y H. ater.

Evaluar trampas y dispositivos que incorporen los compuestos identificados
como atrayentes, asi como también, aislamientos de hongos entomopatégenos

Transferir los resultados obtenidos por el Proyecto.

RESULTADOS ESPERADOS AL FINALIZAR EL PROYECTO.

Al menos un compuesto semioquimico atrayente para Hylurgus ligniperda y/o
Hylastes ater.

Al menos un aislamiento de hongo patogénico para Hylurgus ligniperda y/o
Hylastes ater.

Prototipo de dispensadores de atrayentes y hongos entomopatdgenos para
incorporarlos en trampas comerciales para el control de los escolitidos del pino

Propuesta de un protocolo de monitoreo y control de los escarabajos de la
corteza del pino aplicable a puertos y recintos forestales.




BENEFICIOS DEL PROYECTO.

2. Optimizacion de la aplicacién de medidas de control.
3. Disminucién de los riesgos de rechazo de exportaciones de productos forestales

Deteccion temprana de situaciones de riesgo con escolitidos en puertos y recintos
forestales.

terminados.

Disminucion del riesgo de cierre de mercados, por transporte no deseado de
escolitidos del pino, en embarques comerciales a otros paises.

Implementacion de un sistema de monitoreo, basado en sustancias ambientalmente
aceptables (semioquimicos).

Implementacion de un sistema de control biol6gico, basado en organismos
ambientalmente aceptables.

BENEFICIARIOS(AS) DIRECTOS(AS) DEL PROYECTO.
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Aserraderos.

Plantas de celulosa.

Empresas forestales.

Plantas de remanufactura.

Industrias de tableros, paneles y puertas.
Fabricas de papel.

Puertos.

DESCRIPCION Y ANALISIS DE LA METODOLOGIA

Obtencién de compuestos semioquimicos

a)

b)

Coleccion de volatiles de pino, mediante columnas de adsorcion SPME. Se
encapsularan en campanas de vidrio ramas, tocones o madera. En las campanas se
inserta la jeringa de micro-extraccion y se deja para adsorcion de los volatiles. El
tiempo de muestreo se determinard experimentalmente. Las jeringas cargadas de
material se guardan en frio hasta el analisis.

Coleccion de volatiles pino, mediante Headspace con columnas de adsorcion de
Porapak Q y Tenax TA. Se encapsularan en campanas de vidrio ramas, tocones o
madera y se colectaran los volatiles por un periodo de 24 horas. Luego los volétiles
seran extraidos desde las columnas mediante solvente (hexano, eter). Las muestras




d)

seran almacenadas en ampollas de vidrio para su posterior analisis y realizacion de
bioensayos.

Preparacién de extractos por arrastre con vapor de agua. Muestras de 250 g de
aciculas se trituraran en una juguera y se extraeran con dos litros de agua a ebullicion.
Los compuestos organicos se separaran del destilado por extraccion con
diclorometano. Las fases organicas se secaran con sulfato de sodio y se guardaran en
viales de vidrio sellados, en frio y en oscuridad hasta el analisis y ejecucién de
bioensayos.

Preparacion de extractos con solventes organicos. Muestras de 250 g de aciculas y
500 ml de solvente se mezclan en una juguera y se deja lixiviar por tres dias. Se
utilizaran tres solventes de polaridad diferente: hexano, diclorometano, etanol. Los
extractos se secaran y filtraran. Luego se guardaran en viales y ampollas de vidrio en
oscuridad y frio hasta su analisis y realizacion de bioensayos.

Actividades asociadas
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e)

Seleccidn de los materiales (tocones, ramas, madera) para la obtencion de los
extractos y volatiles.

Obtencion de extractos y volatiles.

Preparacion y almacenamiento de muestras.

Colecta de insectos en terreno.

Traslado y mantencion de los insectos en laboratorio.

Andlisis electroantenogréfico.

Identificacion mediante GC-MS, inyeccion de estandares, calculo de indice de
Kovats y comparacion con librerias de espectros de masa.

Bioensayos olfativos.

Coleccion de volatiles de escolitidos, SPME y Headspace. Se encapsularan en
campanas de adultos de H. ligniperda y H. ater. En las campanas se inserta la jeringa
de micro-extracciéon (SPME) o columna (Headspace) para colectar los volatiles. El
tiempo de muestreo se determinard experimentalmente. Las jeringas cargadas de
material se guardan en frio hasta el analisis, las columnas serdn desorbidas con
solventes y almacenadas en ampollas para su posterior analisis y realizacion de
bioensayos.

Actividades asociadas

2.1.
2.2.
2.3.
2.4,
2.5.
2.6.

2.7.

Colecta de insectos en terreno.

Traslado y mantencién de los insectos en laboratorio.

Obtencién de extractos y volatiles.

Preparacion y almacenamiento de muestras.

Andlisis electroantenografico.

Identificacion mediante GC-MS, inyeccion de estandares, calculo de indice de
Kovats y comparacion con librerias de espectros de masa.

Bioensayos olfativos




Identificacién y andlisis de la actividad biolégica de los extractos y volatiles

Los compuestos presentes en los extractos y volatiles se analizaran por cromatografia de
gases con deteccidn electroantenogréfica. Los compuestos activos seran identificados por
cromatografia de gases con deteccibn de masas, comparacion con bibliotecas de
espectros, co-inyeccion de estandares y calculo del indice Kovats.

Hongos entomopatégenos

Los aislamientos de entomopatdgenos se obtendran mediante prospeccion y por
seleccién de aislamientos desde la coleccion de INIA-Quilamapu.

La prospeccién se realizara en zonas con presencia de H. ligniperda y H. ater en bosques
de pino y de escolitidos nativos en bosques nativos pertenecientes al patrimonio de las
empresas asociadas al proyecto en las regiones VIl a X.

Para la seleccion de los aislamientos se emplearan a lo menos 200 aislamientos desde la
coleccion de INIA-Quilamapu. La activacion de los aislamientos de la coleccion se
realizara cultivo sobre placas (290 X 15 mm) con PDA (39 g L™). Posteriormente para la
obtencién de inoculo se transferira un disco de micelio (5 mm) desde el cultivo hacia
placas con PDA, las que seran incubas en oscuridad a 25°C hasta completar la placa. Las
conidias se colectaran adicionando 15 mL de agua destilada estéril a cada placa y
removiendo suavemente con un pincel las conidias desde la superficie de la colonia y su
concentracién serd determinada mediante hemacitometro. Una suspensién de 1 X 10°
conidias/mL sera utilizada para realizar la seleccion de los aislamiento. Aquellos
aislamientos que produzcan la mayor mortalidad y esporulacién sobre los cadaveres
seran seleccionados para las pruebas siguientes. Con los aislamientos seleccionados, se
prepararan suspensiones a diferentes dosis de inéculo (10%, 10° 10° 10" y 10°
esporas/ml). Estas seran aplicadas, utilizando una torre de pulverizacidon sobre los
insectos. Diariamente se evaluara la mortalidad de individuos. Con la respuesta de
mortalidad se realizaran las curvas de regresiones para calcular dosis letales (DL90) y
tiempos letales (TL90), de manera de estimar las posibles dosis para aplicaciones de
campo.

Actividades asociadas

3.1 Activacion de los aislamientos.

3.2 Colecta de insectos en terreno.

3.3 Traslado y mantencion de los insectos en laboratorio.

3.4 Seleccion de aislamiento patogénico.

3.5 Determinacion de DL90 y TL9O0.

3.6 Formulacion de dosis para aplicacion en terreno

3.7 Evaluacién de mortalidades asociadas a la aplicaciéon

3.8 Evaluacion de sobrevivencia de poblaciones de hongos entomopatégenos

Bioensayos

Los extractos crudos y los compuestos identificados seran sometidos a bioensayos
olfatométricos (Tunel de viento, Olfatometros tipo “Y” y de Petersson) para determinar su
actividad biolégica y la respuesta conductual de los escolitidos (Atraccion, repelencia,
interferencia). Posteriormente se obtendran las curvas dosis-respuesta de los compuestos
activos.




Ensayos de campo

Los compuestos atrayentes en su dosis Optima serdn evaluados en campo mediante
trampas que incorporaran los aislamientos entomopatdégenos seleccionados en las etapas
anteriores. Las trampas seran instaladas en bosques, aserraderos y puertos.

Actividades asociadas

4.1 Determinacién de curvas dosis-respuesta.

4.2 Seleccién de trampas y compuestos semioquimicos.
4.3 Evaluacién en terreno.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos en los bioensayos de laboratorio y campo seran sometidos a analisis
estadistico. Dadas las caracteristicas de los datos que se obtienen en este tipo de
experimentos se emplearan, principalmente, procedimientos no-paramétricos como
Friedman, Kruskal-Wallis, Chi-cuadrado y G-test.




