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I. Plan de trabajo

|1. ‘Configuracion técnica del proyecto

1.1. Objetivos del proyecto

1.1.1.  Objetivo general’

Obtener un desinfectante ambiental basado en compuestos de origen natural para
el control de fitopatégenos (hongos y bacterias) de postcosecha para apllcar en la
industria agroalimentaria

1.1.2. Objetivos especificos?

Nk  Obietivos Especificos (OE)

Obtener extractos algales con efecto inhibidor o supresor de fitopatégenos
como Pseudomonas syringae, Botrytis cinerea, Aspergillus sp., y Penicillium
Sp.

2 Generar extractos algales activos cuyas dosis sean efectivas contra los
patégenos e inocuas para el ser humano y el medio ambiente.

3 Desarrollar una formulacién del desinfectante ambiental en base a extractos
naturales activos.

Reducir significativamente la pudricién postcosecha en frutales, causada por la

4 carga ambiental de agentes fitopatégenos, mediante el uso de la formulacién
seleccionada.
. Obtener un producto competitivo, de aplicaciéon comercial y lograr la

transferencia al sector de los resultados; un modelo de negocios y una
estrategia de comercializacion.

T El objetivo general debe dar respuesta a lo que se quiere lograr con el proyecto. Se expresa con un verbo
que da cuenta de lo que se va a realizar.

2 Los objetivos especificos constituyen los distintos aspectos que se deben abordar conjuntamente para
alcanzar el objetivo general del proyecto. Cada objetivo especifico debe conducir a uno o varios resultados.
Se expresan con un verbo que da cuenta de lo que se va a realizar.
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1.2. Resultados esperados e indicadores: Indique los resultados esperados y sus indicadores para cada objetivo especifico de acuerdo a
la siguiente tabla.

N | e = ot e Indlcador de Resultados (IR)
o | r | ResultadoEsperado® [ ' = : Linea base del Mot dol rdicader Fecha
E|E (RE) Nombre del indicador® - Formula de calculo® indicador’ (situacion final) alcance
: : j ' (situacion actual) i meta®
%IM>61%
Gl o % Inhibicién micelial (IM) = (1 o | (Botrytis cinerea);
Inhibicién del crecimiento i o . %IM=61-91% !
micelial (IM) de i (cloruro de %IM>87% il
fitopatdégenos bajo la accion rE=r: dio gel Sig do patégér):o benzalconio, CFQ (Penicillium sp.);
de extractos de algas. en presencia del extracto Sanitizer ) %le91%
Coleccion y seleccion i O(ASP ergillus sp )
de extractos de algas /oIG>_77: (B:;‘tryt/s
con actividad S - % Inhibicién de la germinacion %|G=77-99% Glicrony,
bacteriostatica/bacterici | INMiPIcion de la germinacion | 5" 4o, (¢4, germinacion en (cloruro de %IG>97% e
daid (IG) de fitopatégenos bajo la A o . i . de 2016
1 1 . dayo aoclan de exeactos de alaas presencia del extracto /% benzalconio, CFQ (Penicillium sp.);
fungistatica/fungicida g germinacién en el control)x100 Sanitizer) %|G>~99%
sobre fitopatégenos de A “ » e
postcosecha de la ( spergillus :sp.')
industria Area c(i)e;nhltélcmn
) : >0,7 cm
ApraelmeniEis. Area de Inhibicién = r re2 Area inhibicién: 0,7- | (Botrytis cinérea 'y
Area de Inhibicién de 2,9 cm? Penicillium sp.) Febrero
fitopatdégenos bajo la accion | con re=radio de la zona de (cloruro de >0.78cm? de 2016
de extractos de algas inhibicion en presencia del benzalconio, CFQ (A:; ergillus sp.)
extracto Sanitizer) petd P
>2.9 cm?
(Pseudomonas sp.)

3 Considerar que el conjunto de resultados esperados debe dar cuenta del logro del objetivo general de la propuesta.

4 Los indicadores son una medida de control y demuestran que efectivamente se obtuvieron los resultados. Pueden ser tanglbles o intangibles. Siempre
deben ser: cuantificables, verificables, relevantes, concretos y asociados a un plazo

5 Indicar el nombre del indicador en forma sintética.

6 Expresar el indicador con una formula matematica.

7 Completar con el valor que tiene el indicador al inicio de la propuesta.

8 Completar con el valor del indicador, al cual se espera llegar en la propuesta.

9 Indicar la fecha en la cual se alcanzara la meta del indicador de resultado.
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Resultado Esperado®
(RE)

~ Indicador de Resultados (IR)*

Extractos con actividad
antimicrobiana inocuos
y ecotoxicologicamente

__permitidos y

caracterizados

Formulacién de
desinfectante con base
extractos naturales y
solubles en solvente con
actividad sobre
fitopatégenos

Linea base del : i ‘Fecha
Nombre del indicador® Formula de calculo® indicador’: M?;ﬁ::éizsnr? Ifflzr‘?adl;)'8 gicane
: (situacion actual) meta®
ICs0= (50%-Linf)/(Lsup-Linf)(Csup-
Concentracién inhibitoria Cinf) + Cinf; IC50: 0,07 mg/L IC50>0,07 mg/L
maxima media determinada | con Lsup: limite superior; (Cloruro de Julio de
en cultivo celular (segun Lint: limite inferior; benzalconio, CFQ 2016
Res. 15657/2014) Csup; concentracién superior; Sanitizer)
Cinf: concentracion inferior.
Toxicidad aguda en LogLC50=Xk-d(3 p-0,5). Con Xk: LC50 = 0.515
organismos acuaticos log de la concentracion con mg/L (peces);
determinada como 100% mortalidad; d: intervalo 0,1 mg/L (Dafnia) LC50> 0,1 mg/L Julio de
Concentracion letal media logaritmico; Y p:suma de (Cloruro de 2016
(LC50) (seglin Res. mortalidades en todos los benzalconio, CFQ
1557/2014)) ensayos - Sanitizer) B
* Toxicidad crénica en .
organismos acuaticos Welor z_anterlor MOECT y ey .
; : posterior (LOEC) para Di=Djj- NOEC: 0,056 mg/l
determinada, como ;
oo 1)+nxDo.o1 LOEC: 0.1 mg/l
concentracion de efecto no - . NOEC > 0,056 mgl/l :
5k Con Di: Dosis respuesta (Cloruro de Julio de
observado (NOEC) y Minima . ; : LOEC >0, 1 mg/L
Mg, o/ n: factor seleccionado para benzalconio, CFQ 2016
oy obtener set de 10 tratamientos; Sanitizer)
observacién de efecto D0.01: dosi diente al
(LOEC) (seg(in Res. 10/. ; .I osis correspon letn ea
1557/2014) o de la maxima respuesta.
F= (X g extracto activo/ Y 50 g extracto activo :
50 g extracto activo
volumen solvente) /100 L _ /100 L (<2%)
Tamafio particula Tamanio. particula = ;
. . : A Tamafio particula
dispersada(um); dispersada <1um; dispersada <1pm:
Consgmo de desinfectante Coqsumo de T —
" ; (ml/m?3) desinfectante 8 .
Desinfectante ambiental 3 desinfectante o
; ml/m 3 Diciembre
contra fitopatégenos <10ml/m de 2016
formulado Recuentos postaplicacion Recuentos Boiienins

inferior al inicial(UFC/m3)

Degradabilidad / durabilidad del
producto

postaplicacion < 2%
inicial (UFC/m2)

No disponible
(CFQ Sanitizer +
nebulizador 3X)

postaplicacion < 2%
inicial (UFC/m?)

Degradabilidad>28
dias (biodegradabi-
lidad OECD 301)
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N | Ne L 5  Indicador de Resultados (IR)?
0| R esultado Esperado ' Linea base del T Fecha
"E| E (RE) Nombre del indicador® Formula de calculo® indicador’ Metgt del_l'ndltf:ac:ors alcance
» (situacion actual) (icion |na) meta®
Desinfectante ambiental
a base de productos
naturales con capacidad 2 . S
de disminuir la carga B (UF%T i)c.act?:;i?gnacmn D = recuento microbiano (UFC) D < 200 UFC/m? S -
4 (4 ambiental de desinfec?ante arilantal s [factor de superficie muestreada (CFQ Sanitizer + D <200 UFC/m? 201y7
fitopatogenos del sector basedo oradichss hoturales (m?) nebulizador 3X)
agricola postcosecha P
que reduzca la pudricién
en frutos.
Taller sobre Numero de personas y
Transferencia de profesionales capacitados en el
5 5 ecotecnologias Capacitacion de personas y taller de transferencia 0 =10 _ Junio_
. naturales aplicadas al profesionales de la industria (empresarios del area de” 2017
control de fitopatégenos ' agroalimentaria, investigadores
postcosecha. y asociados).
Solicitud de propiedad
intelectual
amt[;?::tlglfzclt)aarg: de Fecha de solicitud de Mes y afio de ingreso de 1 solicitud de patente | Junio de
5 |6 extractos natirales para proteccion de propiedad solicitud de proteccidn/proyecto 0 ingresada en Mayo 2017
ol coptil o intelectual en el INAPI al INAPI de 2017 a INAPI
fitopatégenos
postcosecha”
Costos de produccion y Costos/beneficios=Z (beneficios 0 5 Julio
comercializacion monetarios directos + beneficios 2017
determinado sociales ) - Z(costos variables +
costos fijos)
Plan de negocios elaborado, Documento con Plan de 0 1 Julio
Modelo de negocios y que incluye estrategia de Negocio y estrategia de 2017
5 |7 comercializacién de comercializacién y plan de comercializacion
desinfectante ambiental negocios
» ) Reporte con el resultado de la 0 1 y I'.o
Prospeccion de potenciales prospeccion de potenciales 28 1'7
licenciatarios licenciatarios
Convenio de licenciamiento N° de convenios de .
licenciamiento obtenidos ¢ 1 Jullo 2017
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1.3.

Indicar los hitos criticos para el proyecto.

Hitos criticos 10

Resultado Esperado'" (RE)

Fecha de
~ cumplimiento
' (mes'y ano)

1. Coleccion de extractos de algas con
actividad fungicida y/o bactericida

1) Coleccién de éxtractos de algas con

actividad bacteriostatica/ bactericida y/o
fungistatica/fungicida sobre
fitopatogenos de postcosecha de la
industria agroalimentaria

Febrero de 2016

2. Rango de concentracion de la dosis 2) Extractos con actividad Julio de 2016
efectiva de extractos de macroalgas antimicrobiana ecotoxicologicamente
determinada y ecotoxicologicamente permitidos con IC50>0,07 mg/L, LC50>
_permitidos 0,1 mg/L, NOEC > 0,056 mg/I|
3. Formulacion de desinfectante ambiental | 3) Formulacion de desinfectante con | Diciembre de 2016
con extractos naturales base extractos naturales y solubles en

solvente con actividad sobre

fitopatégenos para ensayos in vitro (50 g

extracto activo / 100 L (<2%)
4. Desinfectante ambiental a base de | 4) Desinfectante ambiental a base de | Abril de 2017
productos naturales contra patdégenos | productos naturales con capacidad de
agricolas postcosecha que reduzca la | disminuir la carga ambiental de
pudricién en frutos fitopatbgenos a una concentracion

méaxima esperada < 200 UFC/m?
5. Solicitud de proteccién de propiedac | 5) Solicitud de propiedad intelectual | Junio de 2017
intelectual ingresada “Desinfectante ambiental a base de

extractos naturales para el control de

fitopatégenos postcosecha”
6. Modelo de negocios y comercializacior | 6) Modelo de negocios y- | Julio de 2017

de desinfectante ambiental disenado

desinfectante
convenio de

comercializaciéon de
ambiental (con 1
licenciamiento obtenido)

10 Un hito representa haber conseguido un logro importante en la propuesta, por lo que deben estar asociados
a los resultados de éste. El hecho de que ei hito suceda, permite que otras tareas puedan llevarse a cabo.
11 Un hito puede estar asociado a uno o mas resultados esperados y/o a resultados intermedios.
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1.4. Método: identificar y describir los procedimientos que se van a utilizar para alcanzar cada
uno de los objetivos especificos del proyecto. (Incluir al final, las actividades de difusion y
transferencia de los resultados del proyecto) (maximo 8.000 caracteres para cada uno).

ETAPAL | Colecta de muestras frutos y
ambiente de bodeaas v iGglecta de.mueslias dosaigas
T ¥

Aislamiento y almacenamiento de
honaos v bacterias fitopatdoaenos

~_extraccion y almacenamiento de
distintas fracciones de Alaas.

Identificacién hongos y bacterias -
fitopatdaenos postcosecha

ETAPA I

Evaiuacion de actividad antifingica y

;nt;naaciteriana de extractos de alaas

™

Seleccion de extractos de algas inocuos con
actividad antifinaica v antibacteriana.

Evaluacion de rangos de inoctidad y . Caracterizacion bioquimica y quimica de
ecotoxicidad de extractos de alga{a segun el extractos de algas con actividad antifingica
Renlamenta Sanitarin de los Alimantos N S ‘v antihacteriana de hatéaanns nnstensecha

ETAPA Wi Evaluacién de actividad desinfectante

ambiental de extractos de alaas en

¥

Evaluac:don de Formulacién de desinfectante
ambiental de extractos de alaas

ETAPA IV i 4

- Efeclo de la formulacién seleccionada
sobrz la carga-ambiental de agentes
ﬂtopatégenos que reduzca la

Transferencia
tecnoléaica v difusion

Evaluacién
costo/benéfico, plan de

neancins v estrateaia de

Producto Final: Desinfectante ambiental en

base a extractos de algas para el control de
fitonatbaenos nnsteoserha
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Método objetivo 1: Obtener extractos algales con efecto inhibidor o supresor de
fitopatdgenos como Pseudomonas syringae, Botrytis cinerea, Aspergillus sp., y Penicillium
Sp. j : ‘ | : ‘ e

CONTRATACION DE PERSONAL, IMPLEMENTACION DE EQUIPOS

Disefio experimental: Esta etapa consta principalmente de dos actividades, la cual incluye la
contratacion de los profesionales para la ejecucion del proyecto, y la adquisicion de equipos
necesarios para la realizacion de los ensayos.

Actividad 0.1.- Contratacion de personal: Se contrataran los siguientes profesionales para el proyecto:
investigador PhD: Nathaly Ruiz-Tagle, Dr. en Biologia Celular y Molecular. El técnico y los tesistas de
Magister (Microbiologia, Quimica) y de pregrado (Biotecnologia, Bioingenieria, Bioquimica) seran
elegidos por el equipo de investigadoras nacionales del proyecto, en el momento adecuado.

Actividad 0.2.- Adquisiciéon de equijos: Para realizar las actividades comprometidas en el proyecto,
se compraran los equipos necesarios que no estén disponibles en el Laboratorio de Biopeliculas y
Microbiologia Ambiental del Centro de Biotecnologia de la Universidad de Concepcion.

RECOLECCION DE ALGAS EN EL INTERMAREAL ROCOSO DE LA BAHIA DE CONCEPCION,
Durante esta etapa se realizara la culeccion de algas desde superficies rocosas intermareales y se
realizaran extractos en distintos solventes.

Actividad 1.1.- Recoleccion de macroorganismos marinos. Se recolectaran manualmente macroalgas
de diferentes localidades (ej. Porphyra sp, Ulva sp, Chondrachantus chamissoi, Mastocarpus
latissimus, Mazzaella sp.,) mediante seleccién visual en la zona intermareal baja y media-alta en
diferentes localidades de la VIII Region (Dichato, Cocholgue, Taucl, etc.). Las muestras de algas
seran inmediatamente subdivididas para la obtencion de extractos y depositadas en bolsas y
mantenidas a 4°C hasta su manipulac.6n en laboratorio (<6h).

RECOLECCION DE FRUTOS INFECTADOS Y AISLAMIENTO DE FITOPATOGENOS
Durante esta etapa se realizara la co/eccién de frutos desde lineas de almacenamiento de frutos. Se
aislaran y caracterizaran fitopatégencs y se realizara un screening de inhibiciéon de extractos de algas
obtenidos por diferentes solventes sobre los fitopatégenos establecidos como modelos.

Actividad 1.2.- Coleccién de frutos de arandanos (Vaccinium corymbosum L.) y cerezos (Prunus
avium L) con sintomas de patégenps desde postcosecha: deteccion y aislamiento de hongos y
bacterias. Trozos de frutos con sintomas y signos de los patégenos seran incubados dentro de placas
de Petri, con papel absorbente humedecido en agua destilada estéril, conformando una camara
himeda hasta la esporulacién del paiégeno. Las conidias seran colectadas en agua destilada estéril
(Sanfuentes and Ferreira, 1997) y transferidas a agar papa-dextrosa con100 pg/mL de sulfato-de
estreptomicina y repicadas hasta obiener cultivos puros. El aislamiento de bacterias se realizara
desde fragmentos de frutos con zonas necroéticas, los cuales seran sonicados en PBS. La suspension
resultante sera sembrada en estria en medio sélido King B, se seleccionara las colonias fluorescentes
a radiacion UV.

Actividad 1.3.- Identificacion bioquimica y molecular de cepas/serovar de ﬁtopatc’)genos

1.3.1.-Caracterizacion morfolégica y b oquimica: Se examinaran las caracteristicas morfologicas como
forma y dimensiones de conidiéforss . conidias, color y apariencia de la colonia (Lorenzini and
Zapparoli, 2014). Bacterias fitopatdg nas serdn caracterizadas con tinciéon gram, morfologia de sus
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colonias, tamafo de halo de inhibicién.

1.3.2.-Caracterizacion molecular: Desde colonias crecidas en medios sélidos, se extraera el ADN
mediante ZR Fungal/Bacterial DNA& MiniPrep (Zymo Research. EI ADNr 16S o 18S seran
secuenciados para su determinacion taxonémica. Para ello, el ADN sera amplificado por medio de la
PCR usando los partidores 9-27F y 1492R (Brosius et al., 1981) para bacterias y Fung-GC, ITS4 y
NS1 y de acuerdo a (Lorenzini and' Zapparoli, 2014) para fungi, en un termociclador Mastercycler
Gradient (Eppendorf). Las condiciones de la PCR y temperaturas se llevaran a cabo de acuerdo a
(Jopia et al, 2011) El productc de PCR sera secuenciado en Macrogen, Inc. Corea
(http://www.macrogen.com). Finalmeriie las secuencias de ADNr 16S seran analizadas usando Basic
Local Alignment Search Tool (BLAST, http://www.nbci.nim.nih.gov/blastn) y comparadas con
secuencias obtenidas desde GenBan!-.

OBTENCION DE EXTRACTOS Y EVALUACION DE ACTIVIDAD INHIBITORIA

En esta etapa se realizaran extracciones y fraccionamiento de frondas de macroalgas en el Lab.
Quimica de Productos Naturales de la Universidad de Concepcion, la recoleccion de muestras se
realizara en forma continua.

Actividad 1.4.- Obtencion de extractos y fracciones desde macroalgas con actividad inhibitoria (Lab.
Fitoquimica). Las especies de aigas seran utlizadas para la extraccion de compuestos
antimicrobianos. La metodologia estd de acuerdo con las técnicas de deteccion, aislamiento,
fraccionamiento (columna cromatog: afica) y determinacion estructural aplicadas en el estudio de
componentes bioactivos a partir de r, aterial vegetal y/o animal. Se incluyen ensayos de bioactividad
en microplaca de extractos, fraccione y compuestos puros.

Obtencion de extractos desde algas: Las muestras de algas seran lavadas con agua de mar estéril
para eliminar otros organismos a ociados. El volumen de algas frescas sera obtenido por
desplazamiento de agua en un cilind. > graduado. Se pesara aprox. 0,5 Kg de alga fresca y se dejara
secar en estufa a 40 °C por 24 h. =l producto seco se dejard macerando en metanol p.a por un
periodo de 24 h y el liquido se filtraré en un embudo simple y se llevara a rotavapor hasta sequedad,
obteniendo asi un extracto metandlico total. El extracto metandlico polar sera fraccionado mediante
extraccion liquido-liquido obteniendo ‘racciones organicas de hexano, diclorometano y acetato de etilo
que luego se concentraran en rotaVapor a 40°C y almacenadas en refrigerador hasta su posterior
andlisis en CG-EM.

Actividad 1.5.- Ensayos de inhibicién de extractos de algas contra patdgenos: B. cinerea, Aspergillus
spp., Penicillium spp., y P. syringae (i.ab. Biopeliculas y Microbiologia Ambiental y Lab. Fitopatologia
Forestal)

1.5.1.- Difusién de extractos algales con potencial antimicrobiano en discos de papel filtro sobre
tapices del P. syringae: Se cultivarar P. syringae y luego seran transferidos a agar nutritivor. Sobre
ellas se dispondran discos circulare s estériles (7 mm didmetro) de papel filtro, impregnados con
extractos de algas. Discos con antit ‘dticos conocidos seran utilizados como controles positivos  de
inhibicion de crecimiento. Las placas de agar seran incubadas (temperatura 10-15°C) hasta que las
bacterias desarrollen en tapiz. Se mzdira el radio de la zona de inhibiciéon entre el disco y la capa
bacteriana. El radio de inhibicién es,un indicador semi-cuantitativo de la efectividad de la sustancia
testeada para inhibir el crecimiento czl organismo blanco. Las imagenes seran capturadas mediante
Sistema fotodocumentador de imager.es FireReader D56/software FireReader 1D (Uvitec, Cambrldge)
y analizadas mediante software Adva 'ced UVI-Band (Uvitec, Cambridge)

1.5.2.- Ensayos de inhibicion de exti'rﬂctos activos contra hongos patdgenos (Lab. Biopeliculas, Lab.
Fitopatologia Forestal), a) Obtencién’ de conidias de B. cinerea, Aspergillus spp., y Penicillium spp.,:
Los hongos seran cultivados en ‘agar-papa-dextrosa (APD, Difco) a 24°C, por 7-10 dias,
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procediéndose a colectar las colonias agregando agua destilada estéril (0,1% tween 20) y removiendo
suavamente la superficie de las colcnias (Sanfuentes and Ferreira, 1997). La concentracién de la
suspension de conidias se ajustard' utilizando un hematocitémetro. b) Ontencién de micelio: Los
hongos seran cultivados como se desgribe anteriormente (a). Despues de una incubacion por 4-7 dias,

se colectaran disco de agar (5 mm dizmetro) con micelio desde los bordes de las colonias (crecimiento
activo).

1.5.3.- Efecto de los extractos de algas en el crecimiento micelial de B. cinerea: La toxicidad de los
extractos naturales y fungicidas comerciales seran evaluados usando el test de crecimiento radial en
agar papa dextrosa (APD 50%). Extractos totales, fraccionados y fungicidas comerciales seran
disueltos en metanol a diferentes concentraciones. 100 uL de esta solucion seran agregadas a 5 ml de
medio (TSA 50%). El medio con y sin extractos sera dispuesto en placas Petri (9 cm de didmetro)
conteniendo agar APD 50%. Las placas seran ventiladas en una camara de flujo laminar estéril, por al
menos 30 min para evaporar el metanol. En el centro de cada placa de Petri sera dispuesto un disco
de micelio (5 mm diametro) del hongo en prueba y luego incubados a 24°C por siete dias, en
oscuridad. Diariamente sera medido el diametro de la colonia, dos medidas perpendiculares. En las
placas control, el medio de cultivo rzcibird 5 ml de medio TSA. El experimento seguira un disefio
completamente al azar (Soylu et al, 2(:10), con tres repeticiones por especie fungica.

Los discos de agar con micelio del p:ztogeno que no presenten crecimiento seran transferidos a APD
50% sin extracto algal e incubados cii:co dias a 24°C. El extracto algal sera considerado con actividad
fungicida cuando no exista crecimienti; micelial desde los disco con el patégeno, por otro lado, cuando
ocurra crecimiento del patdgeno el efé.cto sera fungistatico.

Para determinar la sensibilidad de a slados de B. cinerea, Aspergillus spp. y Penicillium spp. hacia
fungicidas, placas de Petri contengndo 20 ml of MM (medio minimo) (Maraite et al., 1980)
suplementado con 0, 0.03, 0.1, 1.0, 2.0, 10.0, 30.0, y 100 ug ml-1 de fungicida seran centralmente
inoculados con plugs de 5 mm de la periferia de cultivos de tres dias de edad e incubados a 22°C. El
crecimiento radial de la colonia sera medida en dos direcciones perpendiculares 4 y 5 dia después, y
50% inhibicion del crecimiento micelial (CE50), los valores seran calculados para cada
aislado/especie.

1.5.4.- Efecto de los extractos de algas en la germinacién de conidias de B. cinerea, Aspergillus spp. y
Penicillium spp.: Los ensayos de germinacién se llevaran a cabo en portaobjetos escavados
depositandose 30 ul del extracto alga: para dar una concentracion final de 40 ug/mL. Se evaporara el
metanol como se indico previamente. [_uego, en los portaobjetos se depositara 50 pl de suspension de
conidias del patégeno en prueba (1x” 95 conidias /ml). Los portaobjetos seran mantenidos en camara
humeda, a 24°C, por hasta 24h. La g rminacion sera evaluada cada seis horas. Se considerara como
una conidia germinada cuando la longitud del tubo germinativo sea igual o mayor que el diametro de
la conidia. El ensayo seguira un diseiio completamente al azar, con cuatro repeticiones, evaluandose
100 conidias por cada una. Para ¢eterminar la actividad fungicida de los extractos algales, se
establecera un ensayo semejantz recientemente. Despues .se incubara por wuna hora
extracto+patégeno, la suspension en 2xtracto sera pasada por membrana de nitrocelulosa (0,8 um),
lavada con 10 ml de ADE para colecta;z-r las conidias de la membrana. La suspensién sera plaqueda en
medio de APD 50%, seguido de incu sacién a 24°C por un dia. Sera evaluado el nimero de colonias
formadas (UFC) (Amiri et a, 2008). izl ensayo seguira un disefio completamente al azar, con tres
repeticiones (placa de Petri).

Actividad 1.6.- Evaluacion de actividad de los extractos sobre la formacién de biopeliculas de
patdégenos:

1.6.1.-Evaluacion del efecto de los @xtractos sobre la formacion de biopeliculas de fitopatégenos:
Cultivos de fitopatdgenos seran desairollados en microplacas de 96 pocillos. Para ello se mezclaran
20 pl de inéculo conteniendo P. syringae (1x10% cél/ml), 180 pl medio TSB 50%, como blanco se
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usara 200 pl de TSB 50%, seran inci:.bados en agitacion (120 rpm) por 6 h. Al finalizar el tiempo. de
incubacion, se separara la fase plarctonica y las células adheridas (biopeliculas) y esta ultima se
lavara con PBS (tres veces). Sobre este se agregaran 100 pl de extractos de algas con actividad
inhibitoria mas 100 pl de medio TSE al 50%. EI control negativo sera 100 pl de sobrenadante del
cultivo de crecimiento de los modelos mas 100 pl de medio TSB al 50%. Las placas seran incubadas
por 24 h en agitacion constante a 15°C. Sobre 100 ul de las células de la fase planctédnica se aplicaran
100 pl de sobrenadante.

1.6.2.-Evaluacion cristal violeta: La fase plactonica de los cultivos anteriores se traspasara a una
nueva microplaca y se medira la absurbancia a 540 nm. Los pocillos conteniendo las biopeliculas de
Psudomononas syringae se lavaran con PBS y se fijaran con 100 pl de metanol por 15 min., tefiran
con 100 pL de cristal violeta 1%, por 20 min, seguido por 100 pL de etanol 70%. Por absorbancia a
595 nm se evaluara la biopelicula rest:!tante (Peeters et al., 2008)

Se cuantificara las biopeliculas formzdas a través de la férmula del SBF (formacion especifica de
biopeliculas). SBF=(AB-CW)/G, en dcde AB: densidad 6ptica de biopelicula, CW: Densidad optica de
control, G: Densidad 6ptica de fase pl. nctonica (Paiva de Aimeida and Leal, 2012).

1.6.3.- Andlisis estadisticos: Se coripararan los resultados del SBF obtenidas en los diferentes
tratamientos mediante analisis de varianza de una via (ANOVA) (Lee and Ahn, 2003) seguido de un
test de comparacién multiple Duiinett's donde los valores de p<0,05 seran considerados
estadisticamente significativos. Aquellos extractos que  generen halos de inhicion > 10mm, o
crecimientos de fitopatégenos < a ios observados por fungicidas comerciales (controles), seran
sometidos a ensayos de citoxicidad para determinar rangos de inocuidad.

Método objetivo 2: Generar extractos algales activos cuyas dosis sean efectivas contra los
patdégenos e inocuas para el ser humano y el medio ambiente.

Las concentraciones efectivas de exijactos se someteran a evaluacién la su citotoxicidad (actividad
2.1y 2.2) y se seleccionaran aquellzs concentraciones inocuas validando la efectividad realizando
nuevamente la actividad 1.6. Una ez seleccionado el extracto con el cual se formulara el
desinfectante ambiental, el extracto s¢:ra sometido a pruebas que de acuerdo a Reglamento Sanitario
de los Alimentos DTO. N°977/96, F.asolucion ex. N° 33/10 la cual “Fija tolerancias maximas de
residuos de plaguicidas en alimentos’ 'y Resoluciéon ex. N° 1557/2014 que “Establece exigencias para
la autorizacion de plaguicidas, en la cue se debera utilizar las directrices de la OCDE u OCSPP de la
EPA, o protocolos que cumplan ccii lo establecido en el inciso tercero del numeral 4.3. estan
sefialadas y se indican mas adelante.'

Actividad 2.1.- Determinacion de raigos de inocuidad para la seleccion de extractos con actividad
antimicrobiana usando lineas celulares.

2.1.1- Cultivo y mantencién de linca celular: Los cultivos celulares seran mantenidos en una
incubadora a 37°C, 5% de CO2 y 95% de humedad. Los procedimientos de obtencion y expansion
celular seran realizados en un gabineiz de seguridad biolégica nivel 1l y las células seran almacenadas
por congelamiento con DMSO 5% v/v en nitrdgeno liquido. Se utilizara la linea celular de
neuroblastoma de ratén Neuro 2a (ATCC CCL-131), la cual sera cultivada en RPMI 1640 (Invitrogen)
suplementado con un 10% de SBF (Gibco), amphoteromicina B (0,25UG/mL) (Gibco),
Penicilina/estreptomicina (100U/mL/1{,0ug/mL) (Gibco), Piruvato de sodio (1mM) (Gibco), glutamina
(2mM) (Gibco). La linea celular sera ‘cultivada hasta un 80% de confluencia, con cambios de medio

cada 2-3 dias y subcultivadas a una razén de 1:3 o 1:4 mediante el uso de tripsina 0,25% (p/v) y EDTA
0,2% (p/v).

2.1.2.- Andlisis de Citotoxicidad: La c sterminacién de citotoxicidad del extracto de algas se realizara
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mediante un ensayo de viabilidad ceiular (MTT). Las células seran sembradas a la densidad celular
250.000 células/ml en un volumen final de 200 pL sobre placas de 96 pocillos y luego de una
incubacion de 24 h a 37°C, se adicior;ara una concentracion definida del extracto de algas, a partir de
una solucion stock del extracto y se prepararan 6 diluciones seriadas. Se analizara el efecto de las
diluciones en funcion del tiempo de =fecto, y para esto se propone incubar el cultivo celular con el
extracto 24 y 48 h, finalizado el tiempo de incubacion el medio sera retirado y finalmente se
cuantificara la viabilidad usando: MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-Y1)-2,5-difenil-tetrazolio bromuro,
Invitrogen) segun las indicaciones |del fabricante. Esta respuesta colorimétrica, es relacionada
directamente con la viabilidad celular (Ying et al., 2001) Las curvas dosis-respuesta obtenidas seran
analizadas mediante el programa es'adistico Prism 4 (GraphPad, San Diego, California, USA) y se
obtendra el valor estimado de IC50.

Actividad 2.2.- Estudios de Ecotoxicidad aguda y crénica en organismos.

2.2.1.- Metodologia para Bioensayo de toxicidad aguda con Daphnia: Este método permite medir el
efecto de una sustancia pura o efluente sobre neonatos (<24 horas) de Daphnia, los cuales son
expuestos bajo condiciones de laboratorio controladas a una serie de diluciones de una sustancia o
efluente por un tiempo de 24 o 48 horas, al final de las cuales se estima el LCso, que corresponde a la
concentracion de la sustancia o efluente que en 24 o 48 horas provoca la muerte del 50% de los
organismos.

Procedimiento general:

2.2.1.1 Prueba preliminar: se da una valor aproximado de 24h-LCso (6 48h-LCs0) y se determina los
rangos de concentraciones que deber: ser probadas en la prueba de toxicidad definitiva.

2.2.1.2 Prueba definitiva: consiste e: determinar el valor del 24h-LCso 6 48h-LCso en el rango de
concentraciones determinadas en la prueba preliminar, que corresponde a la mas alta concentracién a
la cual se registra un 0% de mortalizad y la mas baja concentracion donde se registra el 100% de
mortalidad. En la prueba definitiva = deben considerar al menos cinco concentraciones mas un
control, y por cada concentracion 20 ijdividuos divididos en cuatro réplicas.

2.2.1.3 Procedimiento: en una serie ¢ envases, se colocan volimenes crecientes de la solucién de
prueba o efluente y se agrega agua d= dilucién de tal forma de obtener las concentraciones deseadas
para la prueba. Después, se ponen los dafnidos en los envases de tal forma que el numero de ellos no
exceda los 20 por concentracion y su densidad no exceda los 5 ejemplares por 10 ml de solucién por
réplica. Durante el test se deben mantener los envases a una temperatura de 20 °C + 2°C. Al finalizar
el periodo de los test de 24 6 48 horas se registran los individuos muertos en cada envase.

2.2.1.4 Andlisis de resultados: Al final de la prueba de 24 6 48 horas, se debe calcular el porcentaje de
mortalidad para cada concentracién en relacion al total de Daphnia utilizadas. Determinar el 24h-LCso
6 48h-LCso con método estadistico Probit analysis.

2.2.1.5 Resumen de las condiciones de prueba de toxicidad aguda con Daphnia:

Tipo de test Estatico

Duracién del test 24048 h
Temperatura , 20°C + 2°C

Calidad de luz i lluminacién ambiente
Fotoperiodo W 16 h luz 8 h oscuridad
Tamarfo de las camaras 25 ml

Volumen de solucioén 10 ml

Edad organismos Neonatos < 24h

N° réplicas por concentracién 4

N° organismos por concentracién 20

Régimen de alimentacion

Alimento hasta 1 h antes del bioensayo

Aireacion

80% saturacion oxigeno
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Criterio aceptabilidad ! Maximo 10% mortalidad en control

2.2.2.- Metodologia para Bioensayo crénico con Daphnia: Los ensayos de toxicidad crénica permiten
la exposicion de los organismos durante todo o parte de su ciclo de vida a los contaminantes
ambientales y tienen como objetivo estimar la mayor concentracién no efectiva o sequra de los
agentes toxicos ensayados. Estos niveles son utilizados para establecer los limites de tolerancia para
la presencia de toxicos en agua, suelo, aire, ambiente laboral, alimentos, etc. Para evaluar los efectos
subletales de agentes contaminantes en cuerpos de agua dulce, se utilizan varias especies de
déafnidos, en los cuales se determinan el efecto que ejercen los téxicos sobre la tasa de reproduccion
durante la primera parte (21 dias) de su ciclo de vida.

Procedimiento del test:

2.2.2.1 Colocar en una serie de envases o camaras de prueba, volimenes crecientes de la solucién de
prueba o efluente y se agrega agua de dilucion hasta obtener las concentraciones o diluciones
deseadas para la prueba. Se utilizan 10 camaras, de 100 ml de volumen, por concentracién, mas un
set de control y un control de solvente, cuando sea necesario. Introducir a lo menos 50 ml de solucién
a ensayar en cada camara, la que debe tener a lo menos 30 mm de profundidad. Las camaras deben

taparse para evitar la evaporacién de las soluciones y la entrada de particulas extrafias al interior de
eéstas. |

2.2.2.2 Colectar y seleccionar neonatc s de Daphnia sp. de menos de 24 horas de nacidos, tal como se
hace para los test agudos. Introducir en cada unidad experimental 1 neonato. Hacer recambios de
medio cada 2 dias. Para ello se prepara otro set igual de camaras con medio fresco, a las cuales se
les agrega la cantidad de alimento necesario por frasco (0,075 ml de suspensién alimenticia para 50
ml de solucion de prueba). Luego se traspasan suavemente los neonatos a las camaras nuevas con
una pipeta Pasteur con perita de goma. A medida que los animales crecen y se reproducen (10 dias
aproximadamente), deben retirarse y contarse las crias recién nacidas. Debera anotarse el momento
en que se produzca la primera generacion, asi como las posteriores. Cualquier dato debera anotarse;
fundamentalmente aquellos referentes a mortalidad de los individuos parentales, si ésta existiera.
2.2.2.3 Al final del periodo de observacion (21 dias) se deben analizar los resultados obtenidos para
ver las diferencias significativas entre el nimero de neonatos producidos en las diferentes
concentraciones. Si el numero de!juveniles producidos en la concentracién mas. baja difiere
significativamente del control se debe repetir el test reduciendo atin més las concentraciones de toxico
hasta que, al menos en la concentracion menor, no haya diferencias significativas con respecto al
control.

2.2.2.4 Resumen de las condiciones ¢ 2l test cronico con Daphnia.

Tipo de test i Estético, con recambio cada 2 dias
Duracién del test , 21 dias

Temperatura 20°C + 1°C

Calidad de la luz lluminacién ambiental del laboratorio
Fotoperiodo 16 h luz / 8 h oscuridad

Volumen de las cdmaras 100 ml

Volumen de la solucién de prueba 50 ml

Edad de los organismos Neonatos <24 h

N° de réplicas por concentracion 10

Recambio de medio Cada 48 horas

N° de organismos por camara 1
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Régimen de alimentacion 0,075 ml de suspension alimenticia por camara,
en cada recambio de medio

Aireacién Ninguna

Tipo de agua control y dilucion Agua reconstituida

Respuesta Tasa de reproduccion por dafnia parental

Criterio de aceptabilidad < 10% de mortalidad de las dafnias parentales
minimo 3 camadas en el control

Expresion de los resultados | LOEC y NOEC

2.2.3. Interpretacion y validacion de lc!s resultados

2.2.3.1. Estimacion de LOEC y NOE: Al final del ensayo se contabilizan el niumero total de crias,
nacidas durante 21 dias, por individuc. Con estos datos y usando el paquete estadistico TOXSTAT se
pueden determinar los siguientes p=zrametros de toxicidad: LOEC y NOEC. Estos parametros se
obtienen por medio de métodos estac sticos, como son el analisis de la varianza (ANOVA) combinado
con test de Dunnet (para datos paramétricos), o algin otro test adecuado para contrastes o
comparacion de medias como el test de Tukey (o de minima diferencia significativa), el de Williams o
el Spearman — Karber (para datos :0 paramétricos). EIl valor LOEC entregado por el programa
estadistico (sefializado con un asteris..0), representa la concentracién mas baja en la cual se observan
diferencias significativas en la tasa de reproduccién comparado con el control, por lo tanto, la
concentracion anterior a ésta sera el WOEC o mayor concentracion en la cual no se observan efectos
significativos en la tasa de reproduccion comparado con el control.

2.2.3.2 Validacién de los resultados: Los resultados se consideran validos si se dan las siguientes
condiciones:
a) la concentracion de oxigeno al fin .| del bioensayo debe ser mayor o igual a 2 mg/l.
) la mortalidad en los individuos pa.::ntales no debe ser mayor al 10%
c) los individuos parentales de los cc¢ntroles deben tener a lo menos 3 camadas
) no debe haber diferencia significa.va entre la concentracion mas baja y el control

2.2.3.3. Expresion de los resultados: L.os resultados se expresan como LOEC y NOEC. Las unidades
de medida para estos parametros son las concentraciones en el caso de sustancias quimicas
conocidas (ej: LOEC = 10 mg/l, NOE(. =5 mg/l) o como porcentaje de dilucion en el caso de efluentes
o muestras de agua complejas (ej: LCZC = 10 % de dilucién, NOEC = 5 % de dilucién).

Método objetivo 3: Desarrollar una formulacnon del desmfectante ambiental en base a
extractos naturales activos

Formulacion y evaluacion de actividad desinfectante ambiental de extractos de algas en
bioensayos in vivo en camara: Durante esta etapa, el/los extractos activos contra fitopatégenos
seran caracterizados quimicamente, se evaluara su efecto sobre los frutos y se escalara la produccién
necesario para formulacién y aplicacicn del desinfectante.

Actividad 3.1.- Caracterizaciéon bioqu mica de compuesto activo:

Para estudiar la existencia de compu stos de naturaleza proteica, lipidica o glucidica, se realizara un
tratamiento previo de los extractos €1 su concentracién minima inhibitoria con proteinasa K (US
Biological) (1 mg/ml), lipasa tipo | d!! germen de trigo (Sigma) (1 mg/ml) y a-amilasa de Bacillus
licheniformis (Sigma) (1 mg/ml). La € 1zima y el sobrenadante seran mezclados en una relacién 1:9 e
incubados a temperatura ambiente pc: 2 h, la reaccién se detendra incubando 5 min a 100°C (Strém-
Bestor and Wiklund, 2011) y luego se ensayard la actividad del sobrenadante tratado sobre el
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crecimiento de P. syringae/B. cinere:. en microplaca. Los sobrenadantes que pierdan su actividad
inhibitoria con el tratamiento seran ccisiderados con la actividad correspondiente. La estabilidad a la
temperatura se determinara realizarido un tratamiento del sobrenadante a 100°C por 30 min.
Mediante HPLC se realizara una aproximacion a la estructura quimica del extracto.

Actividad 3.2.- Determinacion quimic:ﬁ de sus compuestos bioactivos

Cromatografia de gases acoplada a' espectrometria de masas (CG-EM): La composicién de cada
extracto sera determinada en un croraatégrafo de gases con espectrémetro de masa (Agilent 7890)
equipado con un inyector automatico Agilent y usando una columna capilar HP-5MS (30 m x 0,25 mm
de diametro interno, con una pelicula de 0,25 ym de espesor). El programa de temperatura comienza
con 100 °C por 5 min y luego con un incremento de 5 °C/min hasta llegar a 275 °C, temperatura
mantenida por 25 min. La temperatura del bloque de inyeccion sera de 250 °C. Se inyectara 1 pl de la
muestra. Los porcentajes relativos d los componentes del extracto serén obtenidos desde el area
bajo el peak. Para detectar la presencia de los compuestos en los extractos obtenidos en la etapa de
extracciéon se empleara cromatofolios de silicagel 60 F254 para cromatografia en capa fina (TLC), los
extractos seran eluidos en soluciones de distinta polaridad empleando como fase movil mezclas de
solventes acorde con la naturaleza de! extracto (polar o apolar) y usando como revelador lampara UV
y/o reactivos reveladores para los «istintos componentes de acuerdo a su naturaleza( terpenos,
polifendlicos, alcaloides). Los perfiles, e composicién quimica para cada extracto seleccionado seran
comparados con las listas disponibles’ de plaguicidas prohibidos y restringidos en uso agricola a nivel

nacional (SAG) e internacional. ‘

Los criterios de seleccion de los extr: stos de algas a utilizar en la siguiente etapa son aquellos que
tengan las mayores actividades antim;crobinas para los patogenos estudiados (%IM>50%, %IG > 50%
y porcentaje de control mayor de 50%), que estén dentro del rango de inocuidad segun la
reglamentacion vigente (LC50> 0.4n.3/L) y que en su caracterizacion quimica de los compuestos
bioactivos, no contengan ningin compuesto prohibido por la reglamentacion vigente.

Actividad 3.3.- Evaluacion del efecio de los extractos activos en frutos y bioensayos in vivo en
camara.

3.3.1.- Inoculacién y preincubacion en camaras de crecimiento: unidades experimentales consistiran
de 50 frutas ubicadas en placas petri o pocillos plasticos previamente esterilizados, conteniendo papel
Whatman No. 1 humedecido con agua desionizada estéril. Sobre cada grupo de aplicara la mezcla de
solvente + compuesto activo, sumaco a este procedimiento de aplicaran como control fungicidas
aplicados habitualmente en postcosecna a nivel nacional. 48h después los frutos seran inoculados con
20 uL de la suspension de 1x108 cfu ml de P. syringae y 1x10° conidia/ml de B. cinerea, Aspergillus
sp., y Penicillium sp. (cepas de trabaiu y aisladas desde frutas infectadas) (Delen et al., 1984). Como
control se usaran frutos inoculados cun agua estéril. Las frutas inoculadas seran preincubadas a 23—
25 -C y luego se mantendran por 10 c:as y seran inspeccionados diariamente.

3.3.2.-Viabilidad microbiana: Para est : evaluacién se empleara la metodologia descrita por (Ercolini et
al., 2006) con modificaciones, la qu2 usa el kit de viabilidad bacteriana BacLight LIVE / DEAD
(Molecular Probes Inc., Eugene, OR, ZE.UU.). Luego de obtener el sedimento resuspendido en 1 ml,
este se traspasara a un Eppendorf, el sual se centrifugara a 8000 rpm por 10 minutos, y el sedimento
sera resuspendido en 50 pl. Las mues ras seran incubadas con SYTO 9 y yoduro de propidio (1:1:1), e
incubaran en oscuridad por 15 min p:ra la enumeracién de células vivas y muertas. Estas muestras
seran observadas en Eclipse E400 m:zroscopio Nikon de epifluorescencia equipado con una lampara
de UV y un objetivo de aumento de 103X. La enumeracion de las células se realizara contando al azar
5 campos microscopicos.
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3.3.3.-Recuento total de bacterias/fungi: Luego de resuspender en 1 ml el pellet obtenido por la
fitopatogenos adheridos al fruto-hortai:za, se utilizaran dos replicas por muestra para realizar la técnica
de la microgota, que consiste en realizar diluciones seriadas con PBS, que seran sembradas (10 pL)
en TSA 50% por triplicado (diluciones directa, 1:10, 1:100. 1:1000), e mcubadas a 37°C por 24 horas
(Desai, 2012). Desde estas se realizara el conteo de colonias por gota sembrada/cm2 y promediaran
los triplicados, y analizados mediante programa GraphPad Prism 5. Los resultados seran expresados
en % remocion respecto al control (log UFC/cm2) de biopeliculas, es decir la fraccién de biopelicula
que es resuspendida desde la soporte.

3.3.4.-Analisis estadistico: La severidad de la infeccion sera evaluada visualmente en una escala de 0-
4 (0 = no infeccion, 1 = 5%, 2 = 25%, 3 = 50%, y 4 = area infectada entre 75%-100%). El indice del
dafo sera calculado basado en la férraula: = (escala x n° de piezas dafiadas) x 100 / (n° total piezas x

escala mas alta). Las observaciones pueden ser analizadas mediante ANOVA, seguido de test de
Duncan (P < 0.01) (Yildiz, 2000). |

Actividad 3.4. Formulacion del desinfzctante ambiental con extractos de algas activos.

La formulacién del desinfectante s2 basara en el solvente desde el cual fue extraido, y se
seleccionaran aquellos extractos con menor ecotoxicidad, composicion quimica no restringida y que
presenten mayor %IG, %IM, etc. Se considerara usar combinaciones de los extractos en solventes
(tensoactivos) que permitan solubilize:los en agua que permitan la formacién de pequefias particulas
(gotas) en el nebulizador X3.

Actividad 3.5. Analisis de duracion minima del producto:

Se evaluara la duracion del desinfectante ambiental en condiciones de almacenamiento, tomando
muestra del producto formulado cada una semana durante el primer mes y cada 2 semanas por los
siguientes 2 meses al menos, A estas muestras se evaluara su actividad inhibitoria sobre patégenos:
B. cinerea, Aspergillus sp., Penicillium sp., y P. syringae, como se indica en actividad 1.5, y se
compararan con un control de desinfectante fresco, los andlisis seran realizados en triplicado, al final
del andlisis se realizara el andlisiz de caracterizacion quimica, segun la actividad 3.2, para
determinacion si hay variacion en le composicion quimica original. Considerando el tiempo al cual
ocurre una significativa disminucién c 2 la actividad antifungica, se determinara la durabilidad minima
esperada, para la posterior estimacior. de fecha de caducidad.

Método objetivo 4: Reducir signif.cativamente la pudricién postcosecha en frutales, causada

por la carga ambiental de agewtes fitopatégenos, mediante el uso - de la formulacmn,
seleccionada. fie

Durante esta etapa se implementaran camaras humedas y espacios fisicos (containers/equipamiento
Asociado ECOMBIO Ltda.) para evaliar aplicacion, reaplicacion y disminuciéon de la carga ambiental
de fitopatégenos y estimar la extensiéon de tiempo en los que no se observe deterioro de frutos-
hortalizas durante el almacenamiento.

Con los resultados contenidos en la ¢tapa de camaras hlimedas, se realizara una ultima etapa en la
cual se confirmaran la efectividad del i;roducto obtenido de la etapa anterior.

La metodologia de ambas etapas se describe a continuacion

Actividad 4.1.- Preparacion de nebulizador con la formulacion de desinfectante ambiental.

Evaluacion de la base con compus asto activo contra fitopatdgenos en camaras con control de
humedad: !

Actividad 4.2.- Ensayos de dismi':uciéon de la carga ambiental (Desarrollado en ECOMBIO
Ltda.): |
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4.2.1.- Muestras ambientales: Para realizar el monitoreo ambiental de fitopatdgenos se usara el
aerobiocolector AirTest Omega, realizando muestreos de hongos y bacterias antes y después de la
aplicacion del producto desarrolladc. Este equipo estd disefiado y fabricado de acuerdo con los
requerimientos de la norma BS EN, ISO 14698. Puede trabajar con 5 volimenes de muestreo
regulables de 10, 50, 100, 250 y 500 lide aire. Este sistema tiene como principio de funcionamiento el
impacto directo de los microorganismos, a través de una criba, sobre un medio de cultivo. El caudal y
la velocidad del aire estan controladgs, pudiéndose utilizar volimenes de muestra desde 10 a 1000
litros y permitiendo la recogida de microorganismos desde 0,3 um. El AirTest Omega es polivalente, y
se puede utilizar en todo tipo de ambientes, desde niveles de contaminacion microbiolégica muy
elevados, hasta en salas limpias. Puede ser utilizado con placas Rodac de 65 mm de diametro y con
placas Petri de 90 mm de diametro, asi como con diferentes medios de cultivo para el analisis de
distintos microorganismos. Generalmente, en el andlisis de ambientes se determinan Gérmenes
totales y Mohos, aunque variando el medio de cultivo puede utilizarse para otros microorganismos.

4.2.2.- Incubacion de las placas: Las placas utilizadas en el analisis, convenientemente identificadas,
deben colocarse en la estufa de cultivo. En la siguiente tabla se detallan las condiciones incubacién
para recuentos de gérmenes totales y, mohos y levaduras.

Parametros Gérmenes totales Mohos y levaduras

Temperatura 3§ °C 30°C

Tiempo 43 horas 72 horas, repetir lectura a
los 5 dias.

I}

4.2.3.- Lectura e interpretacion de re;;ultados: A partir de los recuentos realizados (expresados como
ufc), se calcula el resultado para expi2sarlo como NMP (nimero mas probable) por m3. El valor NMP
se calcula a partir del dato de las ufc «btenidas en la placa, mediante la aplicacion de la ley de Feller.
Las colonias que se han desarrolladc en una placa de cultivo tienen su origen en un germen o grupo
de gérmenes que pasan a través de Iz criba, y es imposible distinguir si la formacion de una colonia se
ha debido a un solo germen o a varns gérmenes que han pasado a través del mismo orificio. Por
tanto, no puede establecerse una rel: :ién directa entre las UFC desarrolladas en una placa de cultivo
y el nimero de microorganismos pc: m3. La ley de Feller efectia una correcciéon estadistica que
permite cuantificar para cada orificio de la criba el nimero de gérmenes que lo han atravesado. De
este modo a partir de las ufc desarroiiadas en la placa de cultivo se obtiene el Numero Mas Probable
(NMP) de gérmenes que han impactado sobre el medio de cultivo, y conociendo el volumen de aire
filtrado se obtiene el NMP de gérmenes por metro cubico.

4.2.3.- Desinfeccion de superficie y ambiental: Para la aplicacion del producto desarrollado, se
utilizara el equipo nebulizador X3 para la desinfeccion ambiental y el equipo mévil MO NEXT 0122
para desinfeccion de superficies

4.2.4.-Caracterizacion de la comunided microbiana asociada: Las comunidades microbianas asociadas
a sitios de aplicacion del nebulizador eran evaluadas por medio de DGGE (Electroforesis en Gel con
Gradiente Denaturante), la ampliﬁcaciFan se llevara a cabo como se indicé antes (1.4.2.)

4.3.- Nebulizacion y evaluacion del ‘lesarrollo de la enfermedad en frutos

4.3.1.- Inoculacién y preincubacion: S« desarrollara similar al disefio presentado en actividad 3.3.
4.3.2.- Anélisis sensorial de frutas neoulizadas con base producto natural: Algunos de estos analisis
han sido descritos en Smith (2010). =ntre ellos, se evaluara dulzor, acidez, amargor, astringencia,
sabor arandano como, firmeza, fresct a, color y jugosidad. Otros analisis estan descritos en Mehra et
al incluye antioxidantes (arandanos)
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Método objetivo 5: Obtener un praducto competitivo, de aplicacion comercial y lograr la
transferencia al sector de los resuliados, un modelo de negocms y una estrategla de
comermahzacmn

Durante esta etapa se organizara un Taller de difusién orientada a empresarios del area de
agroalimentaria y asociados como area de formulacién de fungicidas, los resultados de este estudio se
someteran a proteccion de propiedac intelectual y evaluara su aplicacion comercial y estrategias de
comercializacién.

Actividad 5.1.- Difusion resultados 7 Organizacion Taller.

Se realizara la difusion de resultados a través de participacion en congresos nacionales y el segundo
ano del proyecto en un congreso internacional, para el intercambio de informacion con expertos en el
area.

Ademas se realizara un Taller sobre ‘Transferenma de ecotecnologlas naturales aplicadas al control
de fitopatégenos poscosecha”. Orieritada a Empresarios del area de agroalimentaria y asociados
como area de formulacién de fungicicias. Sera oficiada por Asociado 1 ECOMBIO Ltda. Durante este
taller se espera la participacion de al menos 10 representantes de empresas, y de la participacion de
investigadores y estudiantes de post¢-ado de diferentes instituciones. Se desarrollaran areas teéricas
y practicas demostrativas (salidas a terreno) de la aplicacion del nebulizador y determinacion de
eficiencias.

Actividad 5.2.- Proteccion de propiedad intelectual

Se realizara el ingreso de solicitud ~de patente del producto “Desinfectante ambiental a base de
extractos naturales para el contrc! de fitopatdbgenos postcosecha en frutos .y cémaras de
almacenamiento” en el Instituto Nacional de Propiedad Industrial de Chile — INAPI, realizado a través
de la Unidad de Propiedad Intelectual (UPI) de la Universidad de Concepcion.

Actividad 5.3.- Evaluacion costo/bencficio de la aplicacién comercial, modelo de negocio y estrategia
de comercializacion.Durante la ejeciicién del proyecto, se realizara una evaluacion comercial de
costo/beneficio del producto desarrolledo.

Para poder realizar esta evaluacion, se debe considerar los siguientes aspectos:
a) costos de los compuestos a extraer (materia prima),

b) costos de formulacion del producto {valores de tensoactivos y solventes)

c) efectividad del producto y

d) costos de operacion. |

Por otra parte, se contrarrestara esto.. valores con la oportunidad de mercado y se obtendra el valor

comercial al que puede ser comercializado el nuevo producto desarrollado.

El modelo de negocio y la estrategia omercial constara principalmente de un licenciamiento de esta
tecnologia a la empresa asociada al proyecto ECOMBIO LIMITADA. La cual sera la encargada de

producir y comercializar el producto & los usuarios finales que son los las empresas exportadoras de
frutas (Figura 1)
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Figura 1.- Diagrama modelo de negocio propuesto para la el licenciamiento (1), produccion (2) y
comercializacién del producto (3) des=rrollado en el proyecto.
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1.5. Actividades: Indicar las actividades a llevar a cabo en el proyecto, asociandolas a los objetivos especificos y resultados

ecotecnologias naturales aplicadas al
control de fitopatégenos postcosecha.

esperados.
SNe | N° i =
oE | RE Resultado Esperado (RE) Actividades
f 1 Coleccion de extractos de algas con | 1.1.- Recoleccién de macroorganismos marinos
actividad bacteriostéatica/bactericida y/o | 1.2.- Coleccion de frutos (arandanos y cerezos) infectados con fitopatégenos
fungistatica/fungicida sobre fitopatégenos | desde postcosecha: deteccion y aislamiento de hongos y bacterias
de postcosecha de la industria | 1.3.- Identificacion bioquimica y molecular de cepas/serovar de fitopatégenos
agroalimentaria. 1.4.- Obtencién de extractos y fracciones desde macroalgas con actividad
inhibitoria
1.5.= .- Liisayos-de iminivicion uc extractos de aigas contra iitopatogenos
1.6.- Evaluacién de actividad de los extractos sobre la formacion de
biopeliculas fitopatdbgenos
2 2 Extractos con actividad antimicrobiana | 2.1.- Determinacién de rangos de inocuidad para la seleccion de extractos
ecotoxicologicamente permitidos y | con actividad antimicrobiana usando lineas celulares 2.2.- Estudios de
caracterizados ecotoxicidad aguda y crénica en organismos acuaticos
3 3 Formulacién de desinfectante con base | 3.1.- Caracterizacion bioquimica de compuesto activo:
extractos naturales y solubles en solvente | 3.2.- Determinacion quimica de sus compuestos bioactivos
con actividad sobre fitopatdogenos 3.3.- Evaluacion del efecto de los extractos activos en frutos.
3.4.- Escalamiento en la produccion de extractos de macroalgas.
3.5.- Andlisis de duracién minima del producto.
4 4 Desinfectante ambiental a base de | 4.1.- Formulacién de desinfectante ambiental en nebulizador
productos naturales con capacidad de | 4.2.- Ensayos de disminucion de la carga ambiental
disminuir la carga ambiental de | 4.3.- Nebulizacion y evaluacion del desarrollo de la enfermedad
fitopatbgenos  del  sector  agricola
postcosecha que reduzca la pudricién en
frutos. .
5 5 Taller sobre Transferencia de 5.1. Organizacion Taller para al menos 10 representantes de empresas, y de

la participacion de investigadores y estudiantes de postgrado de diferentes
instituciones, participacion en congresos nacionales (afio 1 y 2) e
internacionales (afio 2), para el intercambio de informacion con expertos en
el area
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o [v] 2
(I;lE IEE | Resultado Esperado (RE) Actividades
5 6 Solicitud de  propiedad intelectual | 5.2. Protecciéon de propiedad intelectual
“Desinfectante ambiental a base de
extractos naturales para el control de
fitcpatbgenos postcosecha”
5 7 Modelo de negocios y comercializacion | 5.3.- Evaluacién costo/beneficio de la aplicacién comercial, modelo de
de desinfectante ambiental negocio y estrategia de comercializacion.
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1.6. Carta Gantt: Indicar la secuencia cronolégica para el desarrollo de las actividades sefialadas anteriormente de acuerdo a la
siguiente tabla:

VOE RE

Afo 2015 . Ao 2016 - Ano 2017

B Actividades ~ Trimestres ' ~ Trimestres Trimestres

1 2 3 4 1 2 3 4 1 2

1-5 | 0.1.- Contratacion de personal: x| x| x

1-5 | 0.2.- Adquisicion de equipos X| x| Xx

1 11.- Recoleccion de X[ x| x| x X X X . X X X
macroorganismos marinos

(8¢ vequiere para “mantener
stock de extracto para
desinfectante)

1 1.2.- Coleccién de frutos de x| x| x| x| x|x
arandanos (Vaccinium
corymbosum L.) y cerezos
(Prunus avium L) con sintomas
de patégenos desde
postcosecha:  deteccion vy
aislamiento de hongos vy
bacterias.

1 1.3.- Identificacion bioquimica y X| x| x| x| x|x|x|x
molecular de cepas/serovar de
fitopatégenos

1 1.4.- Obtencion de extractos y x| x]x] % X X X X X
fracciones desde macroalgas
con actividad inhibitoria (Se
requiere para mantener stock
de extracto para desinfectante)

1 1.5.- Ensayos de inhibicion de x| x| x| x| x|x|x|x X X X
extractos de algas contra
patégenos: B. cinerea,
Aspergillus  spp., Penicillium
spp., y P. syringae (se requiere
hasta fines del proyecto para
evaluar actividad extracto en la
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OE |RE

Actividades

Afio 2015

Ano 2016

Ao 2017

Trimestres

Trimestres

Trimestres

2z =

2 3

2 3

formulacién)

1.6.- Evaluacion de actividad
de los extractos sobre la
formacion de biopeliculas de
patégenos

2.1.- Determinacion de rangos
de inocuidad para la seleccién
de extractos con actividad
antimicrobiana usando lineas
celulares

2.2.- Fstudios de. ecatoxicidad 1. |

aguda y cronica en organismos
acuaticos

i

3.1.- Caracterizacion
bioquimica de compuesto
activo:

3.2.- Determinacién quimica de
sus compuestos bioactivos

3.3.- Evaluacion del efecto de
los extractos activos en frutos

34.- Formulaciéon del
desinfectante ambiental con
extractos de algas activos

3.5.- Andlisis de duracion
minima del producto:

41.- Preparacion de
nebulizador con la formulacion
de desinfectante

4.2,- Ensayos de disminucion
de la carga ambiental

4.3.- Nebulizacion y evaluacion
del desarrollo de la enfermedad
en frutos
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Ao 2015 : Ano 2016 Ario 2017

o ~ i kS : -
SE Actividades : , - Trimestres ] Trimestres - Trimestres
: 1 2 3 4 1 2 3 4 Tk 2 3
5 5.1. Organizacion Taller X | x| x
6 5.2. Proteccion de propiedad x| x | x| x
intelectual
7 5.3.- Evaluacion x| x | x| x| x

costo/beneficio de la aplicacion
comercial, modelo de negocio y
estrategia de comercializacion.

1-7 | Analisis de informacion, X x| x| x| x| x| x|{x|x|[x|x|x|[x|x|x|x|x|x|x|x|x|x|]x |x]x]x|x
confeccién de informes,
| seminarios, reuniones
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1.7, Actividades de difusién programadas:

: : S N° Perfil de los Medio de
: Pecha Lugar Jio e Hetid participantes participantes Invitacién
Octubre- | Santiago- Congreso Nacional 300 Investigadores Contacto
Diciembre | Chile y profesionales directo, correo
2016 area Agricola electrénico
Julio- Estados Congreso o Taller Internacional sobre | 500 Profesionales Contacto
Agosto Unidos fitopatologia y control en agricultura area cientifico directo, correo
2017 y técnica, que electrénico
permitiran
contactar
asesores v
discutir
resultados y
experiencia.
Abril- Concepciobn, Taller de Transferencia de ecotecnologias naturales | 25 Empresarios Contacto
Junio Chile aplicadas al control de fitopatogenos postcosecha del area de | directo, y
2017 agroalimentaria, visitas -
investigadores personalizadas
y asociados ' ——
electrénicos,
pagina de la
universidad de
Concepcion
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| 2. Costos totales consolidados

2.1. Estructura de financiamiento.

2.2. Costos totales consolidados.

Plan Operativo

Monto ($)

%

FIA

Ejecutor

Asociado(s)

Total FIA

Pecuniario

No Pecuniario

Total

Total Contraparte
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3.  Anexos

Anexo 1. Ficha identificacion del postulante ejecutor

Nombre completo o razén social Universidad de Concepcién
Giro / Actividad . ; Educacion Superior
RUT :
Empresas j
Personas naturales

‘Tipo de organizacién Universidades : X

Otras (especificar)

Banco y nimero de cuenta corriente
del postulante ejecutor para
depésito de aportes FIA

Ventas en el mercado nacional,
Ultimo ano tributario (UF)

Exportaciones, ultimo afio tributario
(US$) . '

NUmero total de trabajadores

Usuario INDAP (si / no)

Direccién postal (calle, comuna,
ciudad, provincia, region)

Teléfono fijo

Fax

Teléfono celular

Email '

Direccién Web : www.udec.cl

g gl:lbre el Sergio Alfonso Lavanchy Merino
RUT del representante legal

Profesién del representante legal. - | Ingeniero Civil Mecénico

Cargo o actividad que desarrollael

representante legal en la i ‘Rector

organizacion postulante

Firma representante legal
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Ttigran de Chils

Anexo 2. Ficha identificacion de los asociados. Esta ficha debe ser llenada para cada uno de los
asociados al proyecto.

Nombre completo o razén social Vidal y Urrutia Ltda.
Giro / Abtividad ; . |Ingenieria, andlisis y venta de productos quimicos
RUT

Empresas | X

Personas naturales
Universidades
Otras (especificar)

Tipo de organizacién

Ventas en el mercado nacional,
ultimo ario tributario (UF)
Exportaciones, ultimo afo tributario
(Uss) '

Numero total de trabajadores

Usuario INDAP (si/ no)

Direccion (calle, comuna, ciudad,:
provincia, regién),

Teléfono fijo

Fax

Teléfono celular

Email

Direccion Web e i www.ecombio.cl

Nombre completo repreéentante

legal José Miguel Vidal Araya

RUT del representante legal

Cargo o actividad que desarrolla el
representante legal en la | Gerente General
organizacién postulante

Firma representante legal
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Anexo 3. Ficha identificacién coordinador y equipo técnico. Esta ficha debe ser llenada por el
coordinador y por cada uno de los profesionales del equipo técnico.

Nombre completo | Katherine Elizabeth Sossa Fernandez

RUT

Bidlogo, Magister en Ciencias c/m Microbiologia, Doctor en

Profesion Ciencias Biolégicas c/m Biologia Celular y Molecular

Nombre de la ,
empresa/organizacién donde | Facultad de Ciencias Forestales, Universidad de Concepcion
trabaja

RUT de la empresal/organizacion’
donde trabaja :

Cargo que ocupaen la
empresa/organizacion donde Profesor Asociado
trabaja

Direccion postal de la
.empresalorganizacién donde
trabaja (calle, comuna, ciudad,
provincia, region) -

Teléfono fijo

Fax

Teléfono celular

Email

Firma
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Nombre completé

Homero Enrique Urrutia Briones

empresa/organizacion donde
trabaja

RUT

L Bidlogo, Magister en Ciencias c/m Microbiologia, Doctor en
on Ciencias Ambientales

Nombre dela

Depto. Microbiologia, Facultad de Ciencias Biolégicas, Universidad

de Concepcién

RUT de la empresa/orgamzamon
donde trabaja

Cargo que ocupa en la
empresa/organizacion donde .
trabaja

Profesor Titular

Direccion postal de la
empresal/organizacion donde
trabaja (calle, comuna; ciudad,
provincia, regién) ’

Teléfono fijo

Fax

Teléfono celular

Email

Firma
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Fundscién para (3
InnowacibaApearia

{9191n e Chile | [UNARSINSN S

Nombre completo

Eugenio Alfredo Sanfuentes Von Stowasser

RUT

Profesiéon

Nombre de la.
empresa/organizacion donde
trabaja

Ingeniero Forestal, Doctor Fitopatologia

Facultad de Ciencias Forestales, Universidad de Concepcion

RUT de la empresa/organizacion
donde trabaja

‘Cargo que ocupa en la
empresa/organizacion donde
trabaja . ’

Profesor asociado

Direccion postal de la
empresal/organizacion donde
'trabaja (calle, comuna, ciudad,
'provincia, region) ‘

Teléfono fijo

Fax.

Telefono ce!ulaf_

Email

Firma
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Nombre completo

Claudia Isabel Pérez Manriquez

RUT

Profesion

Quimico, Doctor en Quimica

Nombre de la
empresa/organizacion donde
trabaja )

Facultad de Ciencias Naturales y Oceanograficas, Universidad de
Concepcién

RUT de la empresal/organizacion
‘donde trabaja :

Cargo que ocupaen la
‘empresa/organizacion donde
trabaja

Profesor

Direccion postal de la
empresalorganizacién donde
trabaja (calle, comuna, ciudad,
provincia, region)

Teléfono fijo

Fax

Teléfono celular

Email

Firma
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Fundazién para (3
Innovaciba Agraria

Uacithedopommns . mmmmmmsmmsn

‘Nombre completo

Allisson Patsy Astuya Villalon

empresa/organizacion donde
trabaja :

RUT

‘Profesic’m Bioquimico, Doctor en Ciencias Bioldgicas c/m Biologia Celular y
Molecular

Nombre de la

Fac. Ciencias Naturales y Oceanograficas. Universidad de
Concepcion

RUT de la empresa/organizacion
donde trabaja - - i

Cargo que ocupa en la
empresa/organizacion donde
trabaja .

Profesor

Direccion postal de la
empresal/organizacién donde
trabaja (calle, comuna, ciudad,
provincia, region)

Teléfono fijo

Fax_

Teléfono celular

Email

Firma
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Nombre completo

Nathaly Marian Ruiz-Tagle Moena

empresa/organizacion donde
trabaja

|RUT
Profesion Bidlogo Marino, Doctor en Ciencias Biolégicas area Bi‘ologia
Celular y Molecular
‘Nombre de la

Universidad de Concepzion

donde trabaja

RUT de la empresalorganizacion

Cargo que ocupa en la
empresa/organizacion donde
trabaja

Investigador

Direccién postal de la

empresa/organizacion donde

trabaja (calle, comuna, ciudad,
rovincia, region)

Teléfono fijo

Fax

Teléfono celular

Email

Firma
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Fundscién para (3
InnouacibaAgrara

Vasiasatdidboiniad eCTSERIATR AN LA

Nombre completo

José Violido Becerra A' ende

RUT

' Profesion

Quimico Farmacéutico, Magister en Ciencias Biolégicas ¢/m
Botanica, Doctor en Ciencias Ambientales

Nombre de la
empresa/organizacion donde
trabaja

.| Departamento de. Botanica, Facultad de. Ciencias Naturales y

Oceanograficas, Universidad de Concepcion.

RUT de la empresa/organizacion
donde trabaja

Cargo que ocupa en la
‘empresa/organizacion donde
trabaja

Profesor asociado

‘Direccion postal de Ia
-empresal/organizacion donde
 trabaja (calle, comuna; ciudad,
provincia, region)

Teléfono fijo

Fax

Teléfono celular

Email

Firma
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Fundaién para (3
Innouaciéadgrara

latioran de Oiile

L Il. Detalle administrativo (Compiatado por FIA)

e Los Costos Totales de la Iniciativa seran ($):

Costo total de la Iniciativa

Aporte FIA

Pecuniario

Aporte Contraparte

No Pecuniario

Total Contraparte

e Periodo de ejecucion.

Periodo ejecucion
Fecha inicio: 01.06.2015
Fecha término: 30.09.2017
Duracién (meses) 28
e Calendario de Desembolsos
NS Fecha Requisito Observacion Monto ($)
1 Firma Contrato
05.01.2016 |Aprobacion informes de avar e
técnico y financiero N°1
3 08.06.2016 |Aprobacion informes de avar: e
técnico y financiero N°2
4 04.10.2016 |Aprobacion informes de avance
técnico y financiero N°3
5 04.04.2017 |Aprobacion informes de avance
técnico y financiero N°4
6 16.01.2018 |Aprobacion informes de avance hasta
técnico y financiero N°5 y finzles
Total

(*) El informe financiero final debe justificar el gasto de este aporte

e Calendario de entrega de informes

. Informes Técnicos

Informe Técnico de Avance 1:

05.11.2015
Informe Técnico de Avance 2. 06.04.2016
Informe Técnico de Avance 3: 04.08.2016
Informe Técnico de Avance 4: 07.02.2017
Informe Técnico de Avance 5: 06.06.2017
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: Informes Financieros
Informe Financiero de Avance 1: 05.11.2015
Informe Financiero de Avance 2: 06.04.2016
Informe Financiero de Avance 3: 04.08.2016
Informe Financiero de Avance 4: 07.02.2017
Informe Financiero de Avance 5: 06.06.2017
Informe Técnico Final: 15.11.2017
Informe Financiero Final: 15.11.2017

e Ademas, se debera declarar en el Sistema de Declaracion de Gastos en Linea los

gastos correspondientes a cada mes, a mas tardar al tercer dia habil del mes
siguiente.
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