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INSTRUCCIONES PARA CONTESTAR Y PRESENTAR EL INFORME

Todas las secciones del informe deben ser contestadas, utilizando caracteres tipo Arial,
tamario 11.

Sobre la informacion presentada en el informe:

Debe dar cuenta de todas las actividades realizadas en el marco del proyecto,
considerando todo el periodo de ejecucion, incluyendo los resultados finales logrados
del proyecto; la metodologia utilizada y las modificaciones que se le introdujeron; y
el uso y situacion presente de los recursos utilizados, especialmente de aquellos
provistos por FIA.

Debe estar basada en la ultima versién del Plan Operativo aprobada por FIA.

Debe ser resumida y precisa. Si bien no se establecen numeros de caracteres por
seccidén, no debe incluirse informacién en exceso, sino solo aquella informacién que
realmente aporte a lo que se solicita informar.

Debe ser totalmente consiste en las distintas secciones y se deben evitar repeticiones
entre ellas.

Debe estar directamente vinculada a la informacién presentada en el informe
financiero final y ser totalmente consistente con ella.

Sobre los anexos del informe:

Deben incluir toda la informacién que complemente y/o respalde la informacion
presentada en el informe, especialmente a nivel de los resultados alcanzados.

Se deben incluir materiales de difusion, como diapositivas, publicaciones, manuales,
folletos, fichas técnicas, entre otros.

También se deben incluir cuadros, gréaficos y fotografias, pero presentando una
descripcién y/o conclusiones de los elementos senalados, lo cual facilite la
interpretacion de la informacién.

Sobre la presentacion a FIA del informe:

Se deben entregar tres copias iguales, dos en papel y una digital en formato Word
(CD o pendrive).

La fecha de presentacién debe ser la establecida en el Plan Operativo del proyecto,
en la seccién detalle administrativo. El retraso en la fecha de presentacién del informe
generara una multa por cada dia habil de atraso equivalente al 0,2% del ultimo aporte
cancelado.

Debe entregarse en las oficinas de FIA, personalmente o por correo. En este ultimo
caso, la fecha valida es la de ingreso a FIA, no la fecha de envio de la
correspondencia.

El FIA se reserva el derecho de publicar una version del Informe Final editada
especialmente para estos efectos.
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1. ANTECEDENTES GENERALES

Nombre Ejecutor: Universidad San Sebastian
Nombre(s) Asociado(s): BerBerries SpA

Coordinador del Proyecto: Erica Eliana Castro Inostroza
Regiones de ejecucion: Regién del Bio Bio

Fecha de inicio iniciativa: Marzo 2016

Fecha término Iniciativa: Marzo 2019

2. EJECUCION PRESUPUESTARIA DEL PROYECTO

Costo total del proyecto
Aporte total FIA

Aporte Contraparte

Acumulados a la Fecha Monto ($)

Aportes FIA del proyecto

Primer aporte

Segundo aporte

Tercer aporte

1. Aportes entregados Cuarto aporte

Quinto aporte

Sexto aporte

n aportes

2. Total de aportes FIA entregados (suma N°1)

3. Total de aportes FIA gastados

4. Saldo real disponible (N°2 — N°3) de aportes FIA

Aportes contraparte del proyecto (Ejecutor y asociados)

Pecuniario

1. Aportes Contraparte programado S
No Pecuniario

2. Total de aportes Contraparte Pecuniario
gastados No Pecuniario
3. Saldo real disponible (N°1 — N°2) | Pecuniario
de aportes Contraparte No Pecuniario
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3. RESUMEN EJECUTIVO
3.1 Resumen del periodo no informado
Informar de manera resumida las principales actividades realizadas y los principales

resultados obtenidos durante el periodo comprendido entre el ultimo informe técnico de
avance y el informe final. Entregar valores cuantitativos y cualitativos.

Esta ultima etapa de proyecto estuvo marcada por la realizacion de ensayos en terreno,
especialmente en el fundo “Los Nogales” San Ignacio, Regién de Nuble y la culminacion
de procesos comprometidos en la ejecucion de proyecto.

Las aplicaciones de las formulaciones basadas en cepas acido lacticas y controles en el
huerto Los Nogales, fueron la base para estudios de polinizaciéon, productividad y
biocontrol de hongos fitopatégenos. Este estudio consintié en contabilizar y registrar el
numero de visitas de polinizadores (abejas y abejorros) en plantas de arandano por
tratamiento por vez. Se observé que el efecto del tratamiento varia dependiendo del
tiempo de aplicacién. Se concluyé que la aplicacion principalmente de la cepa AB9 mejora
significativamente la atraccién de los polinizadores en las plantas de arandano, no
obstante la cepa AB1B también presentd resultados promisorios (Ver anexo 10).

En la misma localidad de San Ignacio, se evalud algunos parametros productivos luego
de la aplicacién de los cinco tratamientos ya mencionados. Para la evaluacion del calibre,
se tomd una muestra aleatoria representativa de cada réplica y tratamiento, se determiné
el calibre y dureza de los frutos de acuerdo a directrices estipuladas en Protocolos de
Exportaciéon. Se observé diferencias estadisticamente significativas, al comparar el efecto
en el calibre de los frutos de las cepas AB9 y AB1B en relacién a la aplicacion del
tratamiento comercial basado en microalgas. El analisis de firmeza en una primera
cosecha efectuada, demostrd que los frutos con mayor firmeza, fueron aquellos tratados
con la cepa AB1B. Los frutos tratados con esta bacteria fueron estadisticamente mas
firmes que aquellos tratados con la cepa AB9, mezcla de cepas y ambos controles. La
aplicacion de la mezcla de cepas AB9 y AB1B de la misma forma, mostré resultados
promisorios en los frutos analizados, existiendo diferencias con significancia estadistica al
comparar la aplicacion de la mezcla en relacién al control negativo (p<0,05). La aplicacién
de la cepa AB1B otorga claramente cualidades apetecidas en sistemas de produccion
frutal, al ser la firmeza un indicador de calidad y estabilidad en los frutos, y un mayor calibre
se relaciona directamente con mayores ingresos econdémicos (ver anexo 12).

Efectos biocontroladores fueron también evaluados en la incidencia de Botrytis en
floracion y frutos en la temporada 2018-2019 en el huerto Los Nogales en la localidad de
San Ignacio y huerto organico de la Universidad de Concepcién en Chillan. Muestras de
flores incubadas en camara humeda evidenciaron que el hongo mas recurrente fue
Botrytis cinerea, que en el experimento se observo en el 43,4% de las flores. Si bien no
existieron diferencias estadisticamente significativas, se observé que la mezcla de cepas
acido lacticas (AB1B+AB9), exhibié el menor nivel de B. cinerea con 22,2 unidades
porcentuales promedio menos que el tratamiento control absoluto, las flores tratadas con
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la cepa AB1B mostrd 16,6 unidades porcentuales menos que el grupo control (ver anexo
14).

La evaluacién de frutos cosechados en San Ignacio, después de un almacenaje de
postcosecha de 20 dias en frio, no arrojé diferencias estadisticas entre tratamientos para
los frutos sanos (P=0,83) ni para aquellos infestados por B. cinerea (P=0,588). EIl dafo
por B. cinerea en los frutos alcanzé promedio para el experimento un 17,4% de los fruto y
la presencia de este hongo fue similar para todos los tratamientos, a pesar de que la
mezcla de cepas lacticas tuvo 15 unidades porcentuales menos que el tratamiento control
fungicida comercial (Ver anexo 18).

En esta etapa se realizaron gestiones para realizar ensayos en frutillas, se evalud el efecto
biocontrolador de las formulaciones basadas en bacterias lacticas sobre la incidencia
natural de Botrytis cinerea sobre frutos de frutilla en San Ignacio. Los tratamientos basados
en las cepas lacticas AB1B, mezcla de cepas y cepa AB9, tuvieron entre 5y 13,9 unidades
porcentuales menos que el tratamiento control absoluto (agua). (Ver anexo 19). Asi, se
iniciaron también pilotajes en la comuna de Contulmo en productores de frutilla blanca y
otros berries.

Mediante pruebas colorimétricas se analizé el contenido de antioxidantes en frutos. Se
analizaron muestras de frutos frescos de arandanos, los cuales en periodo de precosecha
fueron aplicados al menos dos veces con cepas de este proyecto, como con un formulado
organico. Los resultados indicaron que los frutos tratados con la formulacién con la cepa
ABY9USS presentaron mayor produccién de polifenoles totales en relacién a los cultivos de
arandano control tratados solo con agua o con el producto organico. La mayor produccion
de polifenoles totales en frutos tratados con la formulacion basada en la cepa ABIUSS,
se relaciona con mayores aportes de antioxidantes en la dieta de los potenciales
consumidores de estos frutos.

Como actividad de difusion final, se llevé a cabo el seminario de cierre de proyecto, en la
localidad de Contulmo, Region del Biobio. Este seminario en terreno conté con la
participacion de 36 personas, principalmente ligadas al fomento, produccién agricola e
investigacion universitaria. Destacando la participacion de una delegacion de Prodesal,
INIA, INDAP, SAG, productores locales de berries, académicos y comunidad de la zona
(ver anexo 22).
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3.2 Resumen del proyecto

Informar de manera resumida las principales actividades realizadas y los principales
resultados obtenidos durante todo el periodo de ejecucion del proyecto. Entregar valores
cuantitativos y cualitativos.

La creciente industria hortofruticola a nivel mundial debe controlar los aspectos
productivos que limitan la producciéon de estos productos. Entre otros riego, nutricion
vegetal, fitopatdégenos, aspectos relacionados a cosecha y post cosecha. La produccion
de alimentos en ecosistemas agrarios implican normalmente el uso intensivo de
fertilizantes y plaguicidas y en menor medida los productores mas pioneros incorporan
ademas bioestimulantes.

Las exportaciones chilenas de arandanos frescos en el periodo 2017-2018, alcanzaron las
110.000 toneladas, ubicando a nuestro pais en el primer lugar del hemisferio sur con un
incremento de 6% de las exportaciones. Sin embargo, la producciéon creciente de los
berries debe controlar variables como riego, nutricion vegetal, la presencia de
fitopatdgenos y aspectos relacionados a la cosecha y post cosecha. Particularmente, la
proliferacién de hongos patégenos como Botrytis cinérea que origina el “moho gris”, es
causa de pérdidas devastadoras. Segun un estudio del Comité de Arandanos de la
Asociacién de Exportadores de Frutas de Chile, se identificd que sélo 64% de los envios
a Estados Unidos llega al consumidor final. Es decir, por cada kilo de fruto, sélo son
vendidos 640 gramos de fruto.

Una alternativa para mejorar el control fitosanitario del arandano, es el uso de
microorganismos como las bacterias acido - lacticas (BAL), las cuales tienen una
diversidad de beneficios para humanos, animales y plantas. En el marco de esta iniciativa
FIA se desarrolld6 un bioestimulante y bioprotector, proceso de fabricacién y usos del
mismo en el area agricola. El bioestimulante y bioprotector presentd mejora en parametros
productivos y accion antimicrobiana, ademas de poseer caracteristicas como potenciadora
del crecimiento y polinizacién para arandanos y frutillas, asegurando una mayor calidad y
estabilidad postcosecha. La formulacién del bioestimulante y bioprotector se basa en
bacterias de la familia Lactobacillaceae aislados de insectos polinizadores y entorno
silvestre. Las Bifidobacterias y lactobacilos son parte importante de la microbiota de abejas
y abejorros, asi como comensales de humanos, insectos y animales, siendo reconocidos
como microorganismos de grado alimenticio, inocuos y empleados ampliamente como
cepas probidticas. Bacterias acido lacticas (BAL), han demostrado mejora de plantas y
frutos, asociadas a desarrollo y rendimiento de estos Ultimos y actividad biocida contra
fitopatégenos que afectan la produccién agricola, como Botrytys cinerea, Pseudomonas
syringae y similares. Adicionalmente son productoras de acido lactico como principal
metabolito de fermentacion, el cual es considerado un compuesto antimicrobiano vy
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asociado con funciones de atraccion de insectos pecoreadores y delimitacion de la zona
de trabajo de éstos, haciendo mas eficiente el proceso de polinizacién. Debido a la
importancia de la polinizacién en ecosistemas agricolas, el contar con microorganismos
que puedan incrementar la tasa de polinizacion en flores es un beneficio adicional
importante del bioestimulante y bioprotector desarrollado. Adicionalmente, BAL, debido a
su capacidad de sintesis enzimatica y generacion de elementos de micronutrientes,
pueden ser empleadas como microfertilizante, aportando trazas de calcio y aminoacidos,
importantes para la cuaja, viabilidad, y posterior calidad de los frutos, otorgando ademas
vigor a la planta.

Los resultados obtenidos en el marco de este proyecto son promisorios y generd la
instauracién de una nueva linea de I&D asociada al empleo de BAL en la agricultura,
favoreciendo una practica sustentable en un contexto de cambio climatico. Se ha
fortalecido un equipo de investigacién multidisciplinario y alianzas con la empresa
acompafante y productores que avizoran una positiva transferencia. Se ha adjudicado un
proyecto de difusion tecnologica a través del cual se ha comenzado a realizar pilotajes
para ocupar la tecnologia desarrollada en productores del rubro.
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4. OBJETIVO GENERAL DEL PROYECTO

Desarrollar un preparado biotecnolégico y ambientalmente inocuo a base de una cepa
probidtica, con impacto sanitario y productivo en la industria del arandano.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS (OE)

5.1 Porcentaje de Avance

El porcentaje de avance de cada objetivo especifico se calcula luego de determinar el
grado de avance de los resultados asociados a éstos. EI cumplimiento de un 100% de
un objetivo especifico se logra cuando el 100% de los resultados asociados son

alcanzados.
Ne % de avance
OE Descripcion del OE al término del
proyecto’
1 Validar in vitro e in vivo la accién probiética de las cepas seleccionadas 100%
sobre aspectos productivos y fitosanitarios del cultivo del arandano. &
2 Producir tecnolégicamente a escala piloto, un prototipo probidtico con 100%
potencial comercial en la industria del arandano.
3 Validar en ensayos de campo el impacto del prototipo disefiado sobre 100%
aspectos productivos y fitosanitarios del cultivo del arandano.
4 Disefiar las bases del modelo de escalamiento y de transferencia del 100%
proceso productivo y resultados obtenidos.

! Para obtener el porcentaje de avance de cada Objetivo especifico (OE) se promedian los porcentajes de
avances de los resultados esperados ligados a cada objetivo especifico para obtener el porcentaje de avance de
éste ultimo.
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6. RESULTADOS ESPERADOS (RE)

Para cada resultado esperado debe completar la descripcion del cumplimiento y la
documentacién de respaldo.

6.1 Cuantificacion del avance de los RE al término del proyecto

El porcentaje de cumplimiento es el porcentaje de avance del resultado en relacién con
la linea base y la meta planteada. Se determina en funcién de los valores obtenidos en
las mediciones realizadas para cada indicador de resultado.

El porcentaje de avance de un resultado no se define segun el grado de avance que
han tenido las actividades asociadas éste. Acorde a esta légica, se puede realizar por
completo una actividad sin lograr el resultado esperado que fue especificado en el Plan
Operativo. En otros casos se puede estar en la mitad de la actividad y ya haber logrado
el 100% del resultado esperado.
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Indicador de Resultados (IR)
Ne | Ne | Resultad Line | Meta del Fecha Fecha % de
Ol|R J 0 5 Nombre | Férmul a mduct:sador alcance alcance | cymplimien
Enl o ipera del ade | base meta meta to
0*(RE) | indicador® | calculo® | 5 (situacié | programad real®
n final) a‘
Lactobacil N°
Obtencid 0s con i
nde resistenci Ip :
cepas aylo - edCCl
._ | onadas 5
4 | 4 | 500 |islelhcla | Goegl g 3 30.07.16 | sooze | 00
potencial a de
rol condicion cepas
blc?te_cnol i investig
6gico medioam fhivta
bientales.

Descripcion y justificacion del cumplimiento de los resultados del proyecto.

Previo a la ejecucion de este proyecto FIA, nuestro equipo de investigacion ya disponia de
resultados experimentales que sirvieron como base para la adjudicacién de este fondo.
Especificamente, nuestro trabajo permitié la conformacién de un cepario de 21 bacterias acido
- lacticas aisladas desde el tracto intestinal de abejas silvestres (6 cepas) y bosque nativo(15
cepas) con potencial acciéon benéfica. Estos microorganismos fueron identificados
molecularmente mediante reaccién PCR (reaccion en cadena de la polimerasa), asociando las
cepas al grupo bacteriano acido lactico. De esta forma, se asegurd6 un conjunto de
microorganismos idéneos para su posterior estudio de caracterizacion y la aplicacion de
criterios de seleccion.

Una vez iniciada la ejecucién, efectuadas las modificaciones sugeridas en el plan operativo, se
procedié a caracterizar exhaustivamente cada uno de los aislados microbianos con el fin de
generar perfiles comparativos que nos permitiese discernir y seleccionar de manera correcta.
De esta forma se efectué un screening que contemplé el estudio de las propiedades
superficiales bacterianas, ejecutando pruebas de hidrofobicidad de la superficie bacteriana,
autoagregacion, adhesion a proteinas extracelulares; pruebas de tolerancia a diversos grados
de acidez (pH 3, 4, 5 y 7); produccién de metabolitos con accién antagénica como acido lactico.
Con microorganismos que mostraron perfiles promisorios se efectudé una identificacion genética
en base a secuenciacién parcial de ADN que codifica para ARN ribosomal subunidad 16S,
fragmento genético muy empleado en genotipificacion. Asi, la cepa AB1B correspondié a
Lactobacillus kunkeii, las cepas AB4, AB5B y AB9 fueron identificadas como Pediococcus
acidilactici.

De este proceso de screening se establecié que las bacterias: L. kunkeii AB1B, y las cepas
AB4, AB5B y AB9 de la especie Pediococcus acidilactici, son los microorganismos que
cumplen de mejor forma los criterios de seleccién aplicados, conformando asi un subgrupo de
bacterias con el mayor potencial de aplicacién.

2 Resultado Esperado (RE): corresponde al mismo nombre del Resultado Esperado indicado en el Plan Operativo.
3 Nombre del indicador: corresponde al mismo nombre del indicador del Resultado Esperado descrito en el Plan Operativo.
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Documentacion de respaldo (indique en que n° de anexo se encuenira)
Se debe considerar como informacién de respaldo: graficos, tablas, esquemas y figuras, material grafico,
entre otros, que permitan visualizar claramente los antecedentes que sustentan las conclusiones y
recomendaciones relevantes del desarrollo del proyecto.

ANEXO 1. ANTECEDENTES EXPERIMENTALES PREVIOS AL PROYECTO. (Pagina 51)

ANEXO 2. CARACTERIZACION DE CEPAS LACTICAS AISLADAS DE ABEJAS Y BOSQUE
NATIVO.(Pagina 52)

*Férmula de calculo: corresponde a la manera en que se calculan las variables de medicion para obtener el valor del resultado
del indicador.

° Linea base: corresponde al valor que tiene el indicador al inicio del proyecto.

¢ Meta del indicador (situacion final): es el valor establecido como meta en el Plan Operativo.

7 Fecha alcance meta programada: es la fecha de cumplimiento de la meta indicada en el Plan Operativo.

8 Fecha alcance meta real: es la fecha real de cumplimiento al 100% de la meta. Si la meta no es alcanzada, no hay fecha de
cumplimiento.
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Indicador de Resultados (IR)
o | no | Resultad ; Fecha Fecha 0
r\(l) r; EL 2 Nombre | Férmul nge il\r?;t:]agglr alcance alcance cum/:)I(ij:ﬂen
ElE perad del ade | s meta meta real e
o (RE) | indicador | célculo | 035€ | (situadi programad
n final) 2
1 2 | Pool de Lactobacil | N° 0 1 30.07.16
lactobacil | o con cepas
os con accion con
rol sobre un | capacid
probidtic | fitopatége | ad
oen no antipat 30.07.16 100%
arandan | prevalent | 6gena/
0S. e del fitopatd
arandano. | genos
ensaya
dos

Descripcion y justificacion del cumplimiento de los resultados del proyecto.

Pruebas de antagonismo y antibacterianas.

Se determiné propiedades antagonistas de 8 cepas lacticas, de acuerdo a los resultados
obtenidos, existe un subconjunto de tres cepas acido lacticas, AB5B, AB4 y AB1B, que tienen
el mayor potencial de control de fitopatégenos de importancia para la industria del arandano,
como lo son la bacteria Pseudomonas syringae y el hongo Botrytis cinerea. Adicionalmente, las
cepas AB1B y AB9 tuvieron un efecto inhibitorio sobre Neofusiccocum

Produccion de perdxido de hidrogeno.

La determinacion de la produccién de peréxido de hidrégeno de las BAL (bacterias acido
lacticas) se realiz6 de acuerdo el protocolo descrito por Felten et al., 1999. La identificaciéon de
bacterias productoras de H,O; se evidencié por la formacion de pigmentos azules alrededor de
las colonias ademas de la inclusién del pigmento, de las 8 cepas estudiadas sélo una (AB-4)
es productora de peréxido de hidrogeno, la produccién de ésta sustancia es relevante para
limitar el crecimiento de otras bacterias ya que el peréxido de hidrégeno tiene caracteristicas
bactericidas y pudiese ser una de las vias de inhibicion de patégenos, sin embargo existen
otras formas de inhibir como el acido lactico o las bacteriocinas.

Documentacion de respaldo (indique en que n°® de anexo se encuentra)

Se debe considerar como informacién de respaldo: graficos, tablas, esquemas y figuras, material grafico,
entre otros, que permitan visualizar claramente los antecedentes que sustentan las conclusiones y
recomendaciones relevantes del desarrollo del proyecto.

ANEXO 3. PRUEBAS DE ANTAGONISMO Y ANTIBACTERIANAS (pagina 65).
ANEXO 4. PRODUCCION DE PEROXIDO DE HIDROGENO (pagina 69).
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» Indicador de Resulta_dos (IR)
Resultad
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Descripcion y justificacion del cumplimiento de los resultados del proyecto.

Se utilizé el método E-test (ABBiodisk) de acuerdo a las instrucciones del fabricante para la
evaluacion de la susceptibilidad antibidtica. La determinacidn de resistencia antibidtica es una
prueba relevante en la seleccion de bacterias que seran empleadas en el medioambiente, lo
cual se rige por normativa que debe cumplir los estandares internacionales.

Las cepas bacterianas analizadas poseen un reducido perfil de resistencia, entre los que se
encuentran principalmente streptomicina, vancomicina, metronidazol, y en menor grado para
amikacina, ciprofloxacino y netilmicina. La mayor parte de la resistencia encontrada es
considerada resistencia intrinseca y no movil, sin embargo, se excluyd un microorganismo que
presentd un perfil riesgoso y se expuso evidencia de la inocuidad de microorganismos que
cumplieron con los estandares deseados.

Documentacion de respaldo (indique en que n° de anexo se encuentra)

Se debe considerar como informacién de respaldo: graficos, tablas, esquemas y figuras, material grafico,
entre otros, que permitan visualizar claramente los antecedentes que sustentan las conclusiones y
recomendaciones relevantes del desarrollo del proyecto.

ANEXO 5. PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD ANTIBIOTICA.(pagina 70)
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Indicador de Resultados (IR)

Resultad Fecha Fecha
N° | N° p Line | Meta del % de
O |R Espc;ra d No(;rgi')re Fgrg;ul a | indicador alrfw?e?ge a'ﬁg{‘:e cumplimient
5| 5 | oRE) | indicader | calaulo | P25 (sntfx_Jaclno programad | real :

n final) 5

2 1 Producci | Biomasa | UFC/gr 0 10°8UFC | 30.03.17

6n de probidtica de UFC/ gr

biomasa con biomas gr

estable minimo a seca

que 10E8 y al

conserve | establea | dia 90 30'33'1 100%

sus 90 dias

propieda de

des produccio

originale n

s

Descripcion y justificacion del cumplimiento de los resultados del proyecto.

En esta etapa, se desarrollaron estudios cinéticos de crecimiento de las cepas acido lacticas
AB

1B, AB4, AB5B y AB9 en medio comercial MRS y en medio de cultivo a base de lactosuero,
con y sin hidrolizar la lactosa. Se utilizé el modelo cinético de Gompertz para modelar las fases
de latencia, exponencial y estacionaria de las cepas. Se encontré que en general las cepas
cultivadas en medio a base de lactosuero hidrolizado igualaron o superaron el crecimiento
obtenido en el medio comercial MRS.

Estimaciones efectuadas por el grupo de ingenieria que ejecuta el proyecto, indican que el
costo de produccion a mayor escala se reduce en un 33% si se utiliza el medio a base de
lactosuero hidrolizado comparado con el medio comercial MRS.

Documentacién de respaldo (indique en que n° de anexo se encuentra)

Se debe considerar como informacion de respaldo: graficos, tablas, esquemas y figuras, material grafico,
entre otros, que permitan visualizar claramente los antecedentes que sustentan las conclusiones y
recomendaciones relevantes del desarrollo del proyecto.

ANEXO 6. DISENO DEL PROCESO PRODUCTIVO DE BIOMASA DE LAS CEPAS PROBIOTICAS
SELECCIONADAS A ESCALA DE LABORATORIO (péagina 76).
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Indicador de Resultados (IR)
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Descripcion y justificacion del cumplimiento de los resultados del proyecto.

Se estudié la obtencién de un preparado probiético para arandanos utilizando la técnica de
secado por atomizacion a escala piloto. Definidas las variables del proceso, se evalud la
aplicacién de tres medios encapsulantes,

En el desarrollo de estas actividades se obtuvo que independiente de los medios
encapsulantes, el almacenamiento de la biomasa de las cepas AB1B, AB4, AB5B y AB9 en
material trilaminado al vacio mantiene una viabilidad de 1x10*8 UFC/g aproximadamente hasta
el dia 180 tanto en almacenaje a 4°C e incluso a temperatura ambiente.

Con el propésito de demostrar la inocuidad de este prototipo, se realizé un estudio en animales,
en los cuales no se apreciaron efectos adversos al consumir una dosis de 108 UFC/raton/dia
durante una semana, los parametros microbiolégicos demostraron permanecer estables. A
nivel inmunolégico, se observé en este modelo que la administracion via oral de las tres cepas
no induce cambios en el hematocrito. Tampoco provocaria infeccion como una bacteria
patégena. Ni tampoco genera inflamacién local ni sistémica.

Estos resultados demuestran la obtencién de un preparado piloto estable, el cual al ser aplicado
en el ambiente y consumido por personas no provocaria efecto adverso alguno.

Documentacion de respaldo (indique en que n°® de anexo se encuentra)

Se debe considerar como informacién de respaldo: graficos, tablas, esquemas y figuras, material grafico,
entre otros, que permitan visualizar claramente los antecedentes que sustentan las conclusiones y
recomendaciones relevantes del desarrollo del proyecto.

ANEXO 7. DESARROLLO DE UN PROCESO DE FABRICACION DEL PREPARADO EN POLVO
(pagina 87).

ANEXO 8. EVALUACION DE INOCUIDAD IN VIVO DEL PROTOTIPO MEDIANTE UN MODELO
MURINO.(péagina 95).
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Descripcion y justificacion del cumplimiento de los resultados del proyecto.
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| estudio microbioldgico de suelo, se efectué en muestras de suelo obtenidas desde el huerto
perteneciente al fundo “San Florencio” en Monteaguila y huerto “Los Nogales” en San Ignacio.

En Monteaguila, se determind la viabilidad, estabilidad y modulacién de la microbiota de suelo
tratado con el prototipo de la formulacién biotecnoldgica en relacién a tratamientos antifingicos
comunmente empleados en la industria, asi como tratamiento control negativo. En el recuento
microbioldgico, pudimos observar que luego de transcurrida una hora desde la aplicacién, el
recuento de cepas lacticas es abundante en todos los tratamientos, alrededor de 104 UFC/g de
suelo, el grupo control, tratado con agua, como es de esperar, mostro los menores recuentos.
Sin embargo, llama la atencién el alto recuento obtenido en T6, tratado con producto comercial
Bellis, donde se cuantificé sobre 10° UFC/g de suelo. Esto puede deberse a que el producto
comercial favorece la presencia de cepas lacticas limitando el crecimiento de otras, o
simplemente debido a deriva de los tratamientos. El siguiente monitoreo, que fue realizado
nueve dias después de la aplicacién, mostré predominancia en los recuentos hechos en T3,
tratado con cepa acido lactica AB9, manteniéndose un recuento ain mayor a 10* UFC/g de
suelo. Todos los demas tratamientos mostraron una disminucién de bacterias lacticas, sin
embargo, estas logran permanecer viables disminuyendo aproximadamente un ciclo
logaritmico, lo cual demuestra una gran capacidad de colonizacion y resistencia de las
bacterias hacia las condiciones abidticas y bidticas del microhabitat, como exposicién solar,
humedad, y factores microecoldgicos. Los recuentos de bacterias Gram negativas totales luego
de una hora post-aplicacién alcanzaron entre 10°— 10° UFC/g de suelo.

A suvez, en el huerto “Los Nogales”, se efectué una toma de muestras de suelos no tratados
subyacentes a la zona de aplicacion de cada uno de los tratamientos experimentales,
resultados que fueron comparados a los obtenidos en recuentos microbioldgicos realizados en
suelos tratados con cada uno de los siguientes tratamientos: Tratamiento 1: Control (agua),
Tratamiento 2: Cepa AB9, Tratamiento 3. Cepa AB1B, Tratamiento 4. Mezcla de cepas,
Tratamiento 5: Control comercial en base a microalgas.

Los resultados indicaron que la aplicacién de cada uno de los tratamientos basados en cepas
acido lacticas, se manifiestan en un aumento significativo de recuento de bacterias acido
lacticas totales. Ademas se observé que en el tratamiento control (agua), también existe un
aumento de la cantidad de microbiota acido lactica, lo cual pudo deberse a deriva al momento
de la aplicacién o lo que podria ser mas interesante, una ampliacién de la zona de colonizacion
microbioldgica por éste tipo de bacteria. Es importante notar ademas, que el tratamiento control
comercial, fue el unico que mostré un descenso en el recuento de bacterias acido lacticas
posterior a la aplicacion de éstas, lo cual puede deberse a efectos inhibitorios ocasionados por
algun componente de esta formulacién.

De este analisis se puede concluir que existe un efecto modulador de las cepas lacticas con
las cuales fue tratado cada uno de los suelos, observado mayores recuentos luego de una hora
post-aplicaciéon, pero manteniéndose un efecto modulador por nueve dias. Ademas se puedo
determinar que la aplicacion de las formulaciones basadas en cepas acido lacticas se relaciona
con un mayor recuento de microorganismos luego de la aplicacién, incluso en zonas control
solo tratadas con agua, pero no asi en zonas donde se aplicé tratamiento comercial basado en
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microalgas, formulacion que es probable inhibe la colonizacién de bacterias acido lacticas,
probablemente por algun componente de la formulacion.

Documentacion de respaldo (indique en que n° de anexo se encuentra)

Se debe considerar como informacion de respaldo: graficos, tablas, esquemas y figuras, material grafico,
entre otros, que permitan visualizar claramente los antecedentes que sustentan las conclusiones y
recomendaciones relevantes del desarrollo del proyecto.

ANEXO 9. ESTUDIO MICROBIOLOGICO DE SUELO TRATADO CON PROTOTIPO
BIOTECNOLOGICO (pagina 108).
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Descripcion y justificacion del cumplimiento de los resultados del proyecto.
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Para poner a prueba el efecto de los tratamientos sobre la visita de polinizadores, se realizaron
3 salidas a terrenos, donde por periodos de 20 minutos se contabilizé y registré el numero de
visitas de polinizadores (abejas y abejorros) a 12 plantas de arandano por tratamiento por vez.
Los tratamientos aplicados fueron: Tratamiento 1: AB9, Tratamiento 2: AB1B,Tratamiento 3:
Agua, Tratamiento 4: Mezcla de cepas, Tratamiento 5: Quimico comercial.

Se observa que el efecto del tratamiento varia dependiendo del tiempo de aplicacion, en la
primera medicidén, no se observa un efecto significativo de los tratamientos sobre el niumero de
visitas de abejas ni de abejorros.

En la segunda medicién, se observé un efecto significativo del tratamiento sobre el nimero de
visitas de abejas y el niumero de visitas de abejorros. El numero de visitas de abejas es
significativamente mayor en el tratamiento AB9 que en los tratamientos AB1B (Z= -2,918; v-p
= 0,004), Agua (Z= -2,686; v-p=0,007), Mezcla de cepas (Z= -2,657; v-p=0,008), Quimico
comercial (Z=-2,108; v-p=0,035) y 6 (Z=-3,294, v-p=0,001). El niumero de visitas de abejorros
es significativamente mayor en el tratamiento AB9 que en los tratamientos Agua (Z= -2,134; v-
p=0,033) y Quimico comercial (Z= -2,134; v-p=0,033). Adicionalmente, el nimero de visitas de
abejorros es significativamente mayor en el tratamiento Mezcla de cepas que en los
tratamientos AB1B (Z= -2,064; v-p=0,039), Agua (Z= -3,023; v-p=0,003) y Quimico comercial
(Z=-3,023; v-p=0,003).

En la tercera medicion, se observa un efecto significativo del tratamiento Unicamente sobre el
numero de visitas de abejas. El nimero de visitas de abejas en el tratamiento AB9 es
significativamente mayor que en los tratamientos Agua (Z= -2,685; v-p=0,007), Mezcla de
cepas (Z= -2,195; v-p=0,028), y quimico comercial (Z= -2,916; v-p=0,002). Por otra parte, el
numero de visitas de abejas en el tratamiento AB1B es significativamente mayor que en los
tratamientos agua (Z= -2,626; v-p=0,009), Quimico comercial (Z= -2,830; v-p=0,005).

Por lo tanto, podemos concluir que la aplicacién de la cepa AB9 mejora significativamente la
atraccién de los polinizadores en las plantas de arandano. :

Documentacion de respaldo (indique en que n° de anexo se encuentra)

Se debe considerar como informacion de respaldo: graficos, tablas, esquemas y figuras, material grafico,
entre otros, que permitan visualizar claramente los antecedentes que sustentan las conclusiones y
recomendaciones relevantes del desarrollo del proyecto.

ANEXO 10. EFECTO DE LOS DISTINTOS TRATAMIENTOS SOBRE POLINIZACION DE
ARANDANOS (pagina 114).
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Descripcion y justificacion del cumplimiento de los resultados del proyecto.
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La evaluacion del rendimiento nroductivo en relacidon a la aplicaciéon de las formulaciones
biotecnoldgicas basadas en cepas probidticas, se fundamenté en el analisis de calibre de frutos
cosechados y la firmeza que estos presentaron al momento de la cosecha. Este estudio se
llevdo a cabo en dos temporadas de cosecha, 2017-2018 en el huerto San Florencio en
Monteaguila y temporada 2018-2019 en el huerto Los Nogales en la localidad de San Ignacio.

En ambos eventos experimentales, las formulaciones biotecnolédgicas y controles comparativos
fueron aplicados mediante aspersion de cada tratamiento en un disefio experimental de
bloques al azar. Las formulaciones biotecnolédgicas consistieron en biomasa estabilizada en
concentracion de aproximadamente 10° UFC/g de polvo, suspendidas en agua en relacion 1g
de producto por litro de agua. Para la evaluacién del calibre, se tomd una muestra aleatoria
representativa de cada réplica y tratamiento y se llevé en refrigeracién al laboratorio donde fue
determinado el calibre mediante un caliper Vernier manual. La evaluacién de la dureza de los
frutos se efectud por medio de un penetrémetro siguiendo las directrices estipuladas en
Protocolos de Exportacién. Adicionalmente se cuantificé polifenoles totales, como una medida
de poder antioxidante.

Los resultados de la temporada 2017-2018, demostraron que los arandanos cosechados en
Monteaguila, tratados con las cepas lacticas AB1B, AB5B y AB9 presentaron un calibre
significativamente mayor que el control absoluto (agua) y controles referenciales (fungicida
organico y quimico comercial) en las 2 cosechas realizadas (p<0,05). En cuanto a la
determinacion de firmeza en los frutos cosechados, se pudo determinar que la aplicacién de
las formulaciones basadas en cepas lacticas resulté en frutos cuya firmeza fue semejante a la
registrada para los frutos del grupo control solo tratado con agua. La mayor produccién de
polifenoles totales en frutos tratados con la formulacién basada en la cepa ABOUSS, se
relaciona con mayores aportes de antioxidantes en la dieta de los potenciales consumidores
de estos frutos.

Los resultados de la temporada 2018-2019, demostraron que los arandanos cosechados en
San Ignacio, tratados con la cepa AB1B, AB9 se relaciona con un mayor calibre en los frutos
cosechados con respecto a plantas tratadas solo con agua, sin embargo estos datos no fueron
estadisticamente significativos. Si se observé diferencias estadisticamente significativas, al
comparar el efecto en el calibre de los frutos de las cepas AB9 y AB1B en relaciéon a la
aplicacion del tratamiento comercial basado en microalgas. Pudimos ademas evidenciar en
estas muestras que la cepa AB9 se asocia con los mayores calibres en relaciéon al grupo control
tratado con agua (p=0.0553) y control comercial (p<0,0001). El analisis de firmeza en una
primera cosecha efectuada, demostr6 que los frutos con mayor firmeza, fueron aquellos
tratados con la cepa AB1B. Los frutos tratados con esta bacteria fueron estadisticamente mas
firmes que aquellos tratados con la cepa AB9, mezcla de cepas y ambos controles. La
aplicacion de la mezcla de cepas AB9 y AB1B de la misma forma mostro resultados promisorios
en los frutos analizados, existiendo diferencias con significancia estadistica al comparar la
aplicacion de la mezcla en relacion al control negativo(p<0,05), no asi al control comercial que
mostré resultados bastante satisfactorios pero inferiores a la aplicacién de la cepa AB1B y
mezcla de bacterias lacticas.
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La aplicacion de la cepa AB1B otorga claramente cualidades apetecidas en sistemas de
produccion frutal, al ser la firmeza un indicador de calidad y estabilidad en los frutos, y un mayor
calibre se relaciona directamente con mayores ingresos econémicos.
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Documentacién de respaldo (indigue en que n°® de anexo se encuentra)

Se debe considerar como informacion de respaldo: graficos, tablas, esquemas y figuras, material grafico, '

entre otros, que permitan visualizar claramente los antecedentes que sustentan las conclusiones y
recomendaciones relevantes del desarrollo del proyecto.

ANEXO 11. EVALUACION DE PARAMETROS PRODUCTIVOS EN ARANDANOS CV. O'NEAL
COSECHADOS EN HUERTO SAN FLORENCIO, MONTEAGUILA. (pagina 118).

ANEXO 12. EVALUACION DE PARAMETROS PRODUCTIVOS Y POST-COSECHA EN PLANTARES
DE ARANDANOS VARIEDAD DIUC EN HUERTO “LOS NOGALES” SAN IGNACIO. (pagina 124).
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Descripcion y justificacion del cumplimiento de los resultados del proyecto.
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{ La evaluacion de la incidencia de Bofrytis se efectué durante las temporadas 2017-2018 en el
huerto San Florencio en Monteaguila y temporada 2018-2019 en el huerto Los Nogales en la
localidad de San Ignacio y huerto organico de la Universidad de Concepcién en Chillan.
Temporada 2017-2018.

Hongos fitopatégenos en floracion. Del total de flores muestreadas en Monteaguila y
mantenidas en condiciones propicias para la proliferacion de hongos por 7 dias, se encontr6
menor incidencia de B. cinerea en los tratamientos AB1B, AB9 y fungicida quimico “Bellis®”.
Enfermedades de la madera o tallo. A 5 g de biomasa de las cepas AB1B, AB5B y AB9 en
concentracion 10° UFC/g, se le adicion6 3 ml de solucion fisiolégica, para conformar una pasta.
Un total de 3 aplicaciones de cada una de las pastas se efectuaron empleando pinceles, se
aplicd principalmente en zonas afectadas por cancro y subyacentes. La aplicacion de dos
preparaciones en pasta, basadas en biomasa de las cepas AB1B y AB5B lograron disminuir la
severidad de enfermedades que afectan la madera o tallo en plantas de arandanos.

Temporada 2018-2019.

Hongos fitopatdgenos en floracién. Las muestras de flores incubadas en camara humeda no
presentaron diferencias significativas entre tratamientos para la incidencia de B. cinerea (P =
0,599), asi tampoco para los otros hongos de los géneros recurrentes que fueron identificados,
como fueron Alternaria (P = 0,31), Cladosporium (P = 0,45) y Fusarium (P = 0,77). El hongo
mas recurrente fue Botrytis cinerea, que en el experimento se observé en el 43,4% de las flores.
Si bien no existieron diferencias estadisticamente significativas, se observé que la mezcla de
cepas acido lacticas (AB1B+AB9), exhibio el menor nivel de B. cinerea con 22,2 unidades
porcentuales promedio menos que el tratamiento control absoluto, las flores tratadas con la
cepa AB1B mostrd 16,6 unidades porcentuales menos que el grupo control.

Enfermedades de la madera o tallo. Se comparo los registro de las lesiones obtenidas en el
inicio del experimento y luego de transcurridas las 12 semanas de experimento. El anaisis
estadistico correspondiente a ANOVA de dos vias, demostré que existen diferencias
significativas en el tamafio de las lesiones al aplicar la formulacién basada en la bacteria AB1B
en relacibn a todos los otros tratamientos. Esta formulacién demostré disminuir
significativemente las lesiones ocasionadas por el agente fungico.
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Documentacién de respaldo (indique en que n°® de anexo se encuentra) |
Se debe considerar como informacion de respaldo: graficos, tablas, esquemas y figuras, material grafico,
entre otros, que permitan visualizar claramente los antecedentes que sustentan las conclusiones y
recomendaciones relevantes del desarrollo del proyecto.

ANEXO 13. ENSAYOS EN FLORACION DE ARANDANOS Y EVALUACION DE BOTRITIS EN
TERRENO EN FUNDO “SAN FLORENCIO”, MONTEAGUILA. (pagina 129).

ANEXO 14. EFECTO CONTROL DE TRATAMIENTOS BIOLOGICOS Y ’QUiMICO SOBRE LA
INCIDENCIA DE BOTRYTIS EN FLORES DE ARANDANO EN HUERTO ORGANICO. (pagina 133).

ANEXO 15. EVALUACION FORMULACIONES BASADAS EN CEPAS ACIDO LACTICAS SOBRE
FLORES DE ARANDANOS EN HUERTO LOS NOGALES, COMUNA DE SAN IGNACIO. (péagina 137).

ANEXO 16. EFECTOS DE APLICACION DIRECTA DE FORMULACIONES BASADAS EN CEPAS
LACTICAS SOBRE ENFERMEDADES DE LA MADERA O TALLO. (pagina 139).
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Indicador de Resultados (IR)

Resultad Fecha Fecha o
N° | N° Line | Meta del % de
o1lR Esp?arad Noc;nbre Formul a | indicador | alcance | alcance | cymplimient
ESISE el ade base | (situacié meta meta 0

o (RE) | indicador | calculo | °2° programad real
n final) o

3 |4 |Bajo % pérdida % g 8 4 30.09.18

indice de de fruta no

Botritix arandano apta

en S por x 100) / 30.09.1 100%

periodo infeccion | kg fruta 8

de apta

guarda

Descripcion y justificacion del cumplimiento de los resultados del proyecto.

Se efectud analisis de la incidencia de Botrytis tanto en frutos cosechados durante la temporada
2017-2018 en Monteaguila y temporada 2019-2019 en San Ignacio.

El analisis de los frutos que fueron cosechados en Monteaguila y sometidos a incubacion en
camara humeda mostraron que no hubo mayor infestacion por patégenos en el huerto (80% de
los frutos no tuvieron signos de algun hongo fitopatdégeno), no hubo diferencias entre
tratamientos para el numero de frutos sanos ni para el total de frutos infestados con algin
micelio de alguna especie de hongo. Botrytis cinerea, fue observada en muy baja prevalencia,
con un expresién del 0,63% del total de frutos evaluados (n=1440 frutos). Los tratamientos
basados en las cepas AB5B y AB9, mostraron una tendencia a reducir en un 66,8% la
presencia de B. cinerea con respecto al grupo control.

La evaluacién de frutos cosechados en San Ignacio, después de un almacenaje de
postcosecha de 20 dias en frio, no arrojé diferencias estadisticas entre tratamientos para los
frutos sanos (P=0,83) ni para aquellos infestados por B. cinerea (P=0,588). El dafo por B.
cinerea en los frutos alcanzé promedio para el experimento un 17,4% de los fruto y la presencia
de este hongo fue similar para todos los tratamientos, a pesar de que la mezcla de cepas
lacticas tuvo 15 unidades porcentuales menos que el tratamiento control fungicida comercial.
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Documentacion de respaldo (indique en que n° de anexo se encuentra)

Se debe considerar como informacion de respaldo: graficos, tablas, esquemas y figuras, maierial grafico,
entre otros, que permitan visualizar claramente los antecedentes que sustentan las conclusiones y
recomendaciones relevantes del desarrollo del proyecto.

ANEXO 17. EVALUACION DE HONGOS FITOPATOGENOS EN FRUTOS DE ARANDANOS CV.
O’'NEAL COSECHADOS EN HUERTO SAN FLORENCIO, MONTEAGUILA (pagina 147).

ANEXO 18. EFECTO CONTROL DE TRATAMIENTOS BIOLOGICOS SOBRE LA INCIDENCIA DE
BOTRYTIS EN FRUTOS DE ARANDANOS EN FUNDO LOS NOGALES, SAN IGNACIO. (pagina 153).

ANEXO 19. EFECTO CONTROL DE TRATAMIENTOS BIOLOGICOS SOBRE LA INCIDENCIA DE
BOTRYTIS EN FRUTILLAS. (pagina ).

Indicador de Resultados (IR)
Resultad Fecha Fecha
N° | N° i % de
ol R 0 Nombre | Férmul nge i'\:c?itcaagilr alcance | alcance cum;Iimient
E | g | Esperad del ade | oo | (situacio meta meta 5
0 (RE) | indicador | calculo S gnaD programad real
a
4 |1 Protecci6 | Patente N° 0 1 28.02.19
n de los de patente
resultado | invencién | ingresa
S da
INAPI

Descripcion y justificacion del cumplimiento de los resultados del proyecto.

Como requisito prioritario en el proceso de redaccién de la patente de invencidén comprometida
en este proyecto, se hizo depésito de los microorganismos Lactobacillus kunkeei AB1BUSS
(DSM32669) y Pediococcus acidilactici ABOUSS (DSM32954) en el cepario internacional DSMZ
de Alemania. Las bacterias fueron depositadas en la modalidad “Depdsito con fines de
patentamiento”, de acuerdo al Tratado de Budapest (figuras 1y 2).

De forma conjunta, la Oficina de Transferencia y Licenciamiento (OTL) y el Departamento de
patentes del Estudio de Abogados Silva, efectuaron la busqueda en bases de datos de
invenciones relacionadas a la formulacion resultante de nuestra investigacion. De esta forma,
el estudio de abogados logro la redaccién completa del escrito de la patente, la cual fue enviada
electrénicamente al INAPI para su evaluacién el dia 27 de marzo del 2019.
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Documentacién de respaldo (indique en que n° de anexo se encuentra)

Se debe considerar como informacion de respaldo: graficos, tablas, esquemas y figuras, material grafico,
entre otros, que permitan visualizar claramente los antecedentes que sustentan las conclusiones y
recomendaciones relevantes del desarrollo del proyecto.

ANEXO 20. PROTECCION DE LOS RESULTADOS. ENVIO DE MICROORGANISMOS
SELECCIONADOS A CEPARIO INTERNACIONAL DSMZ CON FINES DE PATENTAMIENTO(pagina
158).

Indicador de Resultados (IR)
N° | N° Resultad Line Meta del Fecha Fecha % de
ol R 8 Nombre | Férmul v indicador | @lcance | alcance | cymplimient
£ | g | Esperad del el | (situacid meta meta =
o (RE) | indicador | calculo A final) programad | real
a

4 |2 Producci | Publicaci N° 0 1 28.2.19

on oénen publica

cientifica | Corriente | ciones

tsmsin 17.04.19 100%
nal.

Descripcién y justificacion del cumplimiento de los resultados del proyecto.

En el marco de este proyecto se ha ingresado la publicacion “Efecto del empleo de un preparado a base
de bacterias lacticas sobre la polinizacion de arandanos”. Esta es una que se ha generado, pero en el
marco de esta iniciativa se estan trabajando varias mas. Se debe hacer mencién que estas publicaciones
solo deben ingresarse después de haber accedido al N° de ingreso de la patente.
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Documentacion de respaldo (indique en que n° de anexo se encuentra)

Se debe considerar como informacion de respaldo: graficos, tablas, esquemas y figuras, material grafico,
entre otros, que permitan visualizar claramente los antecedentes que sustentan las conclusiones y
recomendaciones relevantes del desarrollo del proyecto.

ANEXO 21. PRODUCCION CIENTIFICA. Se adjunta ingreso de publicacion “Efecto del
empleo de un preparado a base de bacterias lacticas sobre la polinizacion de arandanos” en
la revista Ciencia e Investigacion Agraria y copia del articulo generado (pagina 162 ) .
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Resultad

Indicador de Resultados (IR)

Fecha

Fecha

N | N° 5 Noib Formul | Line | Meta del | | % de
Ol|R Esiecad o(;n re 6érmu 5 indicador alcance alcance cumplimi
E' 2B el ade | oo (situacié meta meta real ento
0 (RE) | indicador | calculo | 22 programad
n final) ¢

4 |3 | Diasde Eventos N° de 0 3 23.01.19

campo en veces

para terreno de

compartir para reunion

resultado | compartir | escon

s resultado | product

promisori S ores

os del obtenidos del

producto, | con otros rubro 28.03.2019 100%

efecto en | productor

fruta de es del

guarday rubro.

resultado

senla

cosecha

y

reproduc

cion

Descripcion y justificacion del cumplimiento de los resultados del proyecto.

Documentacion de respaldo (indique en que n° de anexo se encuentra)
Se debe considerar como informacién de respaldo: graficos, tablas, esquemas y figuras, material grafico,
entre otros, que permitan visualizar claramente los antecedentes que sustentan las conclusiones y
recomendaciones relevantes del desarrollo del proyecto.

ANEXO 22. EVENTOS EN TERRENO. DIAS DE CAMPO(pagina 173).
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Indicador de Resultados (IR)
o | no | Resultad - Fecha Fecha o
g '\é - Nombre | Formul | “iN® _Mg,_ta del | alcance alcance cu{;p?l?mi
Esperad del ade 885 e cador meta meta real
E o] ok 3245 base | (situacié ento
0 (RE) | indicador | calculo programad
n final) !
4 |4 Modelo Documen | Numer 0 1 28.02.19 30.03.19 100%
deTT to con ode
para las bases | docum
este del entos
proyecto. modelo con
de estruct
empaquet | urade
amiento | modelo
del
prototipo
obtenido.

Descripcién y justificacion del cumplimiento de los resultados del proyecto.

Asociado a esta actividad se ha realizado el modelo de negocio y profundizacidon en el encadenamiento
productivo, ademas de los parametros a considerar en una simulacion de costo beneficio en mayor
detalle con mas parametros incorporados al modelo con datos productivos del campo.

La empresa decidio difundir los resultados del proyecto y promocion del producto a través de una
plataforma digital, que es la tnica forma de acceder a los tres tipos de clientes definidos. De esta manera,
con lenguaje dirigido a cada segmento, le permitira ser el apoyo de las ventas para la transferencia
tecnolégica a los productores.

La plataforma creada esta en el link www.lactofort.cl, la que esta en etapa de desarrollo.

Documentacién de respaldo (indique en que n° de anexo se encuentra)

Se debe considerar como informacién de respaldo: graficos, tablas, esquemas y figuras, material grafico,
entre otros, que permitan visualizar claramente los antecedentes que sustentan las conclusiones y
recomendaciones relevantes del desarrollo del proyecto.

ANEXO 23. MODELO DE NEGOCIO PARA EL PROYECTO DESARROLLADO. PAGINA WEB DE
SARROLLADA POR EMPRESA ASOCIADA BERBERRIES(pagina 196).
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Indicador de Resultados (IR)

o | po | Resultad ; Fecha Fecha 0
r\(j) r;l; 2 Nombre | Férmul nge i“:;?agglr alcance alcance cuﬁSl?mi
E | g | Esperad del ade | e meta meta real Bhin

o (RE) | indicador | calculo | P2S€ | (situaci programad
n final) 5
4 |5 Postulaci | Cddigo 0 i 28.02.19
6na proyect
proyecto 0
de ingresa
empaquet do 24.11.18 100%
amiento
tecnologic
o

Descripcion y justificacion del cumplimiento de los resultados del proyecto.

Pensando en la transferencia tecnolégica, se presentd una iniciativa para apoyar la difusion tecnoldgica
de los resultados de este proyecto. Nos hemos adjudicado el proyecto de Difusion tecnolégica
PDT18PDT-104021 ““Fortalecimiento de la produccién limpia y aplicaciéon de intervenciones innovadoras
amigables con el ambiente, en la produccion agropecuaria y agroalimentaria de la Region del Bio Bio”,
con el que se ha iniciado un proceso de transferencia de la tecnologia. En este contexto, 20 productores
de berries haran uso de esta tecnologia durante 2019 en la comuna de Contulmo.

Documentacion de respaldo (indique en que n° de anexo se encuentra)

Se debe considerar como informacion de respaldo: graficos, tablas, esquemas y figuras, material grafico,
entre otros, que permitan visualizar claramente los antecedentes que sustentan las conclusiones y
recomendaciones relevantes del desarrollo del proyecto.

ANEXO 24. CONVENIO DE ADJUDICACION DE LA INICIATIVA FORTALECIMIENTO DE
LA PRODUCCION IMPIA Y APLICACION DE INTERVENCIONES INNOVADAS AMIGABLES
CON EL AMBIENTE, EN LA PRODUCCION AGROPECUARIA Y AGROALIMENTARIA DE
LA REGION DEL BIOBIO( (pagina 205).
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6.2 Analisis de brecha.

Cuando corresponda, justificar las discrepancias entre los resultados programados y los
obtenidos. ‘

Todos los resultados obtenidos fueron logrados. El Unico desfase en 17 dias se produjo con el
ingreso de la publicacion, la cual no podia ocurrir antes del ingreso de la patente. Se ingresé una
publicacion, pero de este proyecto se desglosaran dos o tres mas que se han comenzado a trabajar.
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7. CAMBIOS Y/O PROBLEMAS DEL PROYECTO

Especificar los cambios y/o problemas enfrentados durante el desarrollo del proyecto.
Se debe considerar aspectos como: conformacion del equipo técnico, problemas
metodolégicos, adaptaciones y/o modificaciones de actividades, cambios de resultados,
gestién y administrativos.

B Consecuencias ) .
Describir £ : Ajustes realizados al
- (positivas o negativas), para el
cambios y/o e at proyecto para abordar los
cumplimiento del objetivo general y/o {
problemas . cambios y/o problemas
especificos

Lento El escaso desarrollo de las cepas | Se investigd en literatura
crecimiento de | aisladas en medio comercial MRS, | cientifica y se probaron
cepas generé que todos los estudios se vieran | suplementaciones al
autoctonas levemente aplazados. Sin embargo, esta | medio de cultivo Man
aisladas de | situacion no afecté el logro de resultados | Rogosa Sharpe (MRS).

abeja y bosque
nativo en medio
tradicionales.

e hitos comprometidos. Positivamente, se
generd un protocolo de crecimiento de
laboratorio para estas cepas autéctonas
que pueden emplearse en otras areas
agrarias.

Tras varias pruebas, se
logr6  estandarizar un
medio de crecimiento para
las cepas mencionadas.

Cepas
patdgenas del
cultivo del
arandano
ensayadas.

La obtencion de cepas autdctonas de
enfermedades del arandano no fue
sencilla. Se habia contactado algunos
equipos de investigacion, pero a la hora
de concretar la colaboracién con las
cepas, no se llegd a buen puerto.
Finalmente, con el Dr. Ernesto Moya del
Laboratorio de Fitopatégenos de la
Universidad de Concepcion, se logré una
alianza estratégica que permitio el
desarrollo sin problemas de los ensayos
con fitopatdégenos.

Dr Ernesto Moya efectud la
evaluacion de ensayos de
interaccion con
fitopatogenos.

Obstruccion de
la columna para
determinacién

Atraso en unas semanas hasta la llegada
del insumo.

Ya fue solicitado el insumo,
el que al llegar se ajusta al
equipo HPLC y se

cuantitativa de desarrolla el ensayo.

acido lactico.

Salidas a | La aplicacién de un preparado piloto | Estos ajustes realizados,
terreno comprometido, significé salidas a terreno | significaron un desvio del

extraordinarias
no
contempladas
en esta etapa.

extraordinarias no contempladas
inicialmente en el plan operativo del
proyecto. Asi, las interacciones con los
fitopatdbgenos se desarrollaron en el
laboratorio del Dr. Ernesto Moya, de la
Facultad de Agronomia de la Universidad
de Concepcién.

item movilizacion y viaticos

en $324.246., lo que
implico solicitar una
reitimizacion de los

aspectos financieros a la
agencia. Estos cambios
significaron por una parte
alianzas de trabajo con el
equipo del Dr. Moya, quien
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es un destacado
fitopatégeno, experto en la
evaluacion de
biocontroladores. Por otra
parte, el haber
desarrollado un ensayo
piloto preliminar en forma
precoz, permite poner a
punto y ajustar ensayos
posteriores que se
realizaran en terreno.

Cambio equipo
técnico 4

El cambio de profesional correspondiente
al equipo técnico 4 no ocasiond
problemas en la ejecucion del proyecto ni
atrasos en el cumplimiento de los
objetivos

Se reemplaza
Ingeniero Civil
Sr. Ignacio  Campos
Aravena, jefe de
operaciones de la empresa
asociada al proyecto
Berberries SpA y que
formaria parte del equipo
de profesionales de
nuestra institucion.

por el
Industrial

Clima inestable
y de mucha
lluvia y frio

La ocurrencia de eventos climaticos en el
periodo que se informa ha tenido
consecuencias negativas en cuanto al
cumplimiento de objetivos especificos
como ejemplo una floracién y polinizacion
mas tardia y erratica.

Se proyectaba la aparicién de botdn
hinchado a finales de julio, sin embargo
esto ocurrié la primera quincena de
agosto.

Mayor cantidad de veces
que se aplicaria el
producto, programando
una aplicacion semanal
debido a la ocurrencia de
lluvias.

Intervencion
bancaria
predio.

del

En primera instancia pareciera tener
consecuencias negativas. Sin embargo,
gracias a la gestién de la empresaria
asociada y de las explicaciones técnico
cientificas de parte de nuestro equipo, no
hay impedimento en que se continten los
ensayos en forma nommal como se han
efectuado hasta ahora, lo que fue
comunicado por correo oficial).

No obstante a lo anterior,
se presenta una
oportunidad de generar
mayores alianzas. Junto a
la empresaria y a la red de
contactos a nivel regional,
se dispone de varios
predios interesados donde
realizar pruebas de
diagnéstico a partir de esta
temporada para realizar
ensayos de campo durante
el 2018.
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Extensa licencia
de Maria José

Hubo ue buscar profesionales idoneos
que pudieran cubrir en forma eficiente

Se integré a profesionales
que habian realizado su

Aguayo (seis | esta ausencia. practica en el laboratorio y
meses). se recluté a colegas ue
habian laborado en el
equipo para cubrir la
contingencia. No hubo
atrasos en las actividades.
Predio sin | Dependiendo del analisis que se realice

manejo agricola.

ha presentado consecuencias favorables
y desventajosas. Por una parte, se han
realizado los ensayos en un predio que
lamentablemente fue intervenido el ultimo
semestre, el cual dejé de recibir todo el
manejo de suelo, control de maleza y de
riego. En este contexto, los cambios
climaticos que se observaron en la ultima
temporada con elevadas temperaturas,
lluvias extemporaneas y humedad,
paradojalmente  protegieron de B.
cinérea, la que se ha presentado en
bajisimas proporciones. Sin embargo, se
ha observado una proporcién mayor de
otros hongos ambientales en los frutos.
Aun en estas condiciones adversas de
manejo del predio, se han observado
resultados favorables, como el
incremento de calibre en las parcelas en
las cuales se administraron las cepas
lacticas a prueba en este proyecto.
Asimismo, el ensayo de impregnacién del
suelo con las cepas lacticas quedd
inconcluso.

Incorporacion de
dos nuevos
predios: Fundo
Los Nogales y
centro
experimental
‘EL Nogal’ de la
UdeC para
continuacién de
estudios.

Como se sefialé en el informe anterior, el
fundo inicial ya o es parte de la empresa.
De ahi que se han incorporado dos
predios y productores de Contulmo.

Se presentd una
reitimizacion para abordar
los costos principalmente
de salidas a terreno.

Ingreso de
pilotajes en
Contulmo.

La principal
modificacién
efectuada al
plan operativo
aprobado por

Esta modificacién no signific6 mayores
modificaciones en los compromisos
establecidos, sino que permitié efectuar
un cierre de proyecto que incluyd los

El ajuste principal es un
desfase de unas semanas
en la entrega de informe
técnico y financiero de
cierre del proyecto, que
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FIA en la ultima
etapa de
proyecto,
correspondié a
la extensién de
un mes en la
fecha de cierre
del proyecto

resultados obtenidos
temporada de cosecha.

en

la

ultima

consideramos
significativos.

no
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8. ACTIVIDADES REALIZADAS EN EL PERIODO

8.1 Actividades programadas en el plan operativo y realizadas durante el periodo de
ejecucion para la obtencién de los objetivos.

Todas las actividades programadas en el plan operativo fueron realizadas durante el periodo de
ejecucion para la obtencién de los objetivos.

8.2 Actividades programadas y no realizadas durante el periodo de ejecucion para la
obtencion de los objetivos.

Todas las actividades programadas fueron realizadas.

8.3 Analizar las brechas entre las actividades programadas y realizadas durante el
periodo de ejecucion del proyecto.

En el desarrollo del proyecto no se presentaron brechas significativas. Todos los resultados fueron
obtenidos dentro de los plazos. Un desfase se observé con el analisis de suelos, que al cambiar de
sitio para el desarrollo de los ensayos y al quedar al descuido debido a las razones explicadas en
su momento, no serian confiables los resultados. Estos se completaron a cabalidad y con
resultados soélidos en el predio donde se desarrollaron actividades todo 2018.
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9. POTENCIAL IMPACTO
9.1 Resultados intermedios y finales del proyecto.

Descripcion y cuantificacion de los resultados obtenidos al final del proyecto, y
estimacién de lograr otros en el futuro, comparacion con los esperados, y razones que
explican las discrepancias; ventas y/o anuales ($), nivel de empleo anual (JH), nimero
de productores o unidades de negocio que pueden haberse replicado y generacién de
nuevas ventas y/o servicios; nuevos empleos generados por efecto del proyecto, nuevas
capacidades o competencias cientificas, técnicas y profesionales generadas.

Se ha obtenido un producto con un alto potencial de comercializacion el cual es capaz de competir
con las distintas alternativas para el tratamiento y prevencion de infecciones flngicas en el cultivo
de berries para mantener la calidad de produccion organica y que interfiere de forma positiva sobre
el rendimiento productivo por hectarea en un 20% afiadiendo ademas caracteristicas importantes
para la comercializacion como lo es el incremento del calibre de los frutos, lo que impacta
directamente en el precio de comercializacion. Respecto a los resultados esperados fueron logrados
en su totalidad y con resultados positivos, lo cual permiti6é ingresar una solicitud de patentamiento
para establecer a futuro vinculacién y encadenamiento para la produccion y distribucion del producto
con empresas y productores.

Tanto la capacitacion del equipo técnico, como los dias de campo, permitieron optimizar y generar
vinculos para poder expandir el nicho agricola para la utilizacion del biocontrolador ya que la
produccion de alimentos en ecosistemas agrarios implican normalmente el uso intensivo de
fertilizantes y plaguicidas y en menor medida los productores mas pioneros incorporan ademas
bioestimulantes, actualmente existen productores interesados en probar el producto en cultivos de
frutillas y otros berries de alta importancia econdémica, destacando ademas el interés de probar
productos inocuos para el medioambiente, se realizé6 un modelo de negocios el cual se resume en
el siguiente cuadro:

EL DIAGRAMA SIGU(IEBTE PONER

MODELO DE NEGOCIO CANVAS
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El modelo de negocios considera la propuesta de valor como: Desarrollo de un probiodtico que
fortalecera el crecimiento de la planta de arandano y mejorard la calidad del fruto, con un producto
inocuo para el ser humano y el ecosistema, el que considera como fuente de ingreso para le
productor del probidtico, la venta directa del preparado, en el caso de productor, al aplicar el producto
se consideran 3 puntos fuertes:

1. Mayor produccién
e 10% mas de producto por aumento de calibre
e 10% mas de produccion por aumento en la polinizacion
e Disminucion pérdidas por Botrytis cinerea (10,8%)
2. Conservacion del huerto (valor residual del proyecto)
e Conservacion del huerto sano, enfermedades de la madera (5% de plantas mas sanas)
3. Aumento en parametros de calidad de producto
e Calibre: Aumento de calibre (valor real del producto (10% mas))
e Firmeza:
o 10% mayor valor real de la fruta
o 20% menos de ataques de hongos post cosecha

e Ataques fungicos: 15% menos de ataques por Botrytis en frutos durante la postcosecha
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La realizacion de transferencia tecnoldgica sera realizada por Universidad San Sebastian, quien
posee la solicitud de patentamiento de la innovacion, luego se procedera a realizar difusion del nuevo
producto a productores de arandanos con la finalidad de ser mas extensiva su utilizacion y el
conocimiento de la tecnologia.

La transferencia tecnolégica se podra realizar mediante la venta o licenciamientos know-how para la
produccion y comercializacion del nuevo probiotico. Las empresas interesadas en emprender el
escalamiento productivo seran empresas productoras biotecnolégicas o de productos fitosanitarios,
quienes mediante un contrato de venta de licenciamiento de la tecnologia con la entidad propietaria
(Universidad San Sebastian), emprenderan el negocio de produccién, venta y comercializacion de
un nuevo producto a base de cepa probidtica para la Industria de berries, con la finalidad de poder
ofertar el producto a una mayor cantidad de productores.

10. CAMBIOS EN EL ENTORNO

Indique si existieron cambios en el entorno que afectaron la ejecucion del proyecto en
los ambitos tecnoldgico, de mercado, normativo y otros, y las medidas tomadas para
enfrentar cada uno de ellos.

A contar de abril de 2017 existe un acuerdo de homologacion de normativas con la de la Unién
europea en cuanto a normativas que promuevan el desarrollo de agricultura organica.

Se abrieron fondos concursables, como el de la empresa Hortifrut Chile en conjunto con CORFO,
los cuales estan aportando fondos destinados a mejorar las condiciones de llegada de los berries
chilenos a los mercados de destino, los que son cada vez mas distantes, innovando para resolver
problemas de calidad. Por otra parte el CREA de la Universidad UCSC en conjunto con CORFO,
desarrollan una propuesta que aborda la implementacioén y difusion de alternativas tecnolégicas
para la reduccion de la contaminacién microbiolégica en el recurso hidrico de su uso productivo en
productores de arandanos de la provincia de Biobio.

Si bien los cambios mencionados anteriormente estan asociados a las nuevas necesidades del
mercado, no implicé un problema directo al desarrollo del proyecto. Desde el punto de vista
comercial podrian desarrollarse competidores con el desarrollo de estos proyectos, los cuales
continuan siendo tedricos ya que aun se encuentran en ejecucion. Otra arista comercial es que se
potencia un nicho para el desarrollo y comercializacion de nuevos productos que tiendan a
potenciar las producciones organicas, en este sentido se puede deducir que el nuevo interés
productivo y econdmico respalda la ejecucion de este proyecto ya que el manejo fitosanitario
habitual emplea el uso intensivo de plaguicidas preventivos conteniendo ingredientes activos de
base quimica, los cuales, si bien controlan eficazmente plagas y enfermedades, conllevan efectos
nocivos sobre la produccién, el ambiente, los mercados y los trabajadores de esta industria. A nivel
de ecosistema se afectan principalmente suelos, cursos de agua y especies de insectos benéficos,
normalmente encargados de la polinizacion.

Buenas practicas productivas son indispensables hoy en dia, incluyendo el uso de fertilizantes y
plaguicidas de menor impacto ambiental, de méxima eficacia y con un minimo o cero residuos a
cosecha. En este contexto, una agricultura competitiva demanda elementos de innovacién y
diferenciacion que se encuentren al alcance de cualquier productor. Es asi que la utilizacién de un
producto biotecnolégico asequible e integral, a base de microorganismos benéficos, entregara un
valor agregado a cada huerto, dado que permitira un control oportuno de plagas complejas,
disminuira el impacto ambiental producido por el constante uso de productos quimicos,
incrementando el volumen de produccién y prolongando la durabilidad del fruto post cosecha
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productivas.

permitiéndole llegar a destino con la calidad requerida y valor agregado de buenas practicas

11. DIFUSION

Describa las actividades de difusion realizadas durante la ejecucién del proyecto.
Considere como anexos el material de difusion preparado y/o distribuido, las charlas,
presentaciones y otras actividades similares.

- & N° .
Fecha Lugar Tipo de Actividad participantes Documentacién Generada
Dipticos, PPT
1 | 28/12/2016 | Yumbel Dia de Campo 1 18 Powerpoint. Listado de
asistentes.
5 come1 S PPT Powerpoint, Listado
2 | 21/12/2016 | Concepcidn | Capacitacion 1 8 asisfontos.
Dipticos, PPT
3 | 29/08/2018 | San Ignacio | Dia de Campo 2 45 Powerpoint. Listado de
asistentes.
20-12- sz s PPT Powerpoint, Listado
4 2017 Concepcioén | Capacitacion 2 15 astelontcs,
DTN Diptico, PPT
g | 2003 Contulmo | Seminario de 36 Powerpoint. Listado de
2019 Cierre :
asistentes.
Total participantes 122
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12. PRODUCTORES PARTICIPANTES

Complete los siguientes cuadros con la informacion de los productores participantes del

proyecto.

12.1 Antecedentes globales de participacion de productores

Debe indicar el numero de productores para cada Region de ejecucion del proyecto.

Etnia
N° de (Si corresponde,
Regién Tipo productor N° de mujeres h indicar el N° de Totales
ombres
productores por
etnia)
Nuble Productores 0 2 2
pequenos
Productores
medianos-grandes
Bio bio Productores 2 1 1 3
pequenos
Productores
medianos-grandes
Totales 2 3 1
12.2 Antecedentes especificos de participacion de productores
Nombre Regi6 c et Pr;dlo i6n Postal Sup:érﬁme ingreeih: al
egion omuna ireccion Posta ! proyecto
David Nuble San 15 Octubre
Rodriguez Ignacio 2018
“Agricola El
Coihue Ltda”
Sergio Nuble San 115 Agosto
Sepulveda Ignacio 2018
“Agricola  Los
Nogales”
Nelson Marin Bio bio | Contulmo 1 Diciembre
2018
Silvia Lara Bio bio | Contulmo 4 Diciembre
2018
Nibia Mufioz Bio bio | Contulmo 4 Diciembre
2018

13. CONSIDERACIONES GENERALES

13.1 ¢Considera que los resultados obtenidos permitieron alcanzar el objetivo general

del proyecto?

Los resultados obtenidos confirman la obtencién del cumplimiento de nuestro objetivo general,
logrando desarrollar un preparado biotecnolégico y ambientalmente inocuo a base de una cepa
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probidtica, con impacto sanitario y productivo en la industria del arandano, el cual ha demostrado
dentro de sus caracteristicas principales, generar una disminucion del impacto de infecciones por
fitopatégenos en arandanos ademas de obtener un incremento de calibre en los frutos, lo implica
beneficios directos sobre el rendimiento productivo por hectarea. Nuestros resultados ademas
permiten el ingreso de la patente de invencion a INAPI.

13.2 ;Como fue el funcionamiento del equipo técnico del proyecto y la relacion con
los asociados, si los hubiere?

El funcionamiento del equipo técnico en conjunto con la empresa asociada fue excelente, con muy
buena retroalimentacion de ambas partes, lo que permitidé que se pudiera llevar a cabo los estudios
acordados y proyectados de acuerdo al plan operativo, pudiendo cumplir con las exigencias y
programacion, detacando ademas la disposicion a continuar la colaboracion post-proyecto. De
hecho, estaba incorporada Berberries SpA ya en el segundo afo se realizaron ensayos en predios
de dos productores, Agricola Los Nogales y Agricola el Coihue de San Ignacio y el tercer afio
ademas productores de Contulmo coordinados a través del UDEL de la I. Municipalidad.

13.3 Asujuicio, ¢ Cual fue lainnovacion mas importante alcanzada por el proyecto?

La principal innovacion alcanzada por este proyecto e haber generado dentro de la institucion una
nueva linea de investigacién y desarrollo, como es el empleo de tecnologias amigables como el
empleo de las bacterias lacticas, para apoyar una agricultura sustentable en un contexto de cambio
climatico. Como se ha sefialado, después de la adjudicacion de este proyecto, como equipo nos
hemos adjudicado una iniciativa FONDEF de inocuidad alimentaria y un proyecto de Difusion
tecnologica de Fomento BioBio “, se avizora un escenario favorable y pertinente con esta nueva
linea de desarrollo.
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13.4 Mencione otros aspectos que considere relevante informar, (si los hubiere).

Se generd una alianza entre equipos de dos universidades. El equipo del Dr. Ernesto Moya de la
Universidad de Concepcion fue un asesor en este proyecto FIA. Pero, con el trabajo junto se genero
una alianza que actualmente ha presentado otras iniciativas conjuntas.
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14. CONCLUSIONES

Realice un analisis global de las principales conclusiones obtenidas luego de la
ejecucién del proyecto.

2.

Con el desarrollo de esta iniciativa:
1.

Se ha desarrollado un bioestimulante y bioprotector a base de bacterias lacticas, el que ha
sido patentado, con impacto en el cultivo de berries y extendido a la agricultura en general.
El prototipo generado, incrementa en los arandanos, el tamafo de los frutos, la firmeza de
la piel, la concentracion de los polifenoles, la polinizacion. Respecto al control de
fitopatdbgenos, la composicién desarrollada muestra resultados promisorios sobre
Chondrostereum purpureum y sobre Botrytis cinérea.

Se ha generado una nueva linea de Investigacion & Desarrollo relacionada con el desarrollo
de técnicas amigables a base de bacterias benéficas para favorecer una agricultura
sustentable. Esto ha prosperado con la adjudicaciéon del proyecto FONDEF ID17AL0035
“Desarrollo de un biocontrolador probiético para el manejo del tizén tardio de la papa
(Phytophthora infestans)”.

Del desarrollo de esta iniciativa se han generado interesantes hipétesis para apoyar el
desarrollo de tesis de pre y posgrado, asociadas a dilucidar los mecanismos a través de
los cuales se generan los resultados encontrados en los aspectos fitosanitario dl arandano.
Los resultados de este proyecto FIA, ha sustentado la adjudicacion de un proyecto de
Difusién Tecnologica 18PDT-104021 “Fortalecimiento de la produccidn limpia y aplicacion
de intervenciones innovadoras amigables con el ambiente, en la produccion agropecuaria
y agroalimentaria de la Region del Bio Bio”, con el que se ha iniciado un proceso de
transferencia de la tecnologia.

Se ha consolidado un equipo de trabajo de triple hélice y alianzas estratégicas para
favorecer el empaquetamiento tecnoldgico de la tecnologia desarrollada.

15. RECOMENDACIONES

Senale si tiene sugerencias en relacidén a lo trabajado durante el proyecto (considere
aspectos técnicos, financieros, administrativos u otro).

FIA es una agencia muy ordenada y estricta en la forma de llevar la parte financiera de las
propuestas. Esto finalmente se agradece.

La sugerencia seria que en facturas y gastos que estan dentro del limite del cierre de la iniciativa,
estas puedan ser pagadas después del cierre, certificando que los gastos se realizaron dentro del
plazo. Eso da dias dentro del sistema logistico de la entidad beneficiaria para proceder
oportunamente.
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Otra sugerencia, es gue puedan iniciativas que finalizan con buenos resultados, acogerse a un

proceso de segunda instancia de apoyo, para favorecer el empaquetamiento tecnolégico si
corresponde.

Por dltimo, seria pertinente, que FIA apoye la difusion de resultados exitosos, apoyando en estos
casos la divulgacion de resultados o que estos fondos estén paralelos para postular.
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16. ANEXOS

ANEXO 1.

ANTECEDENTES EXPERIMENTALES PREVIOS AL PROYECTO.

Nuestro equipo de investigacion ya dispone de un cepario de microorganismos aislados
desde el tracto intestinal de abejas y bosque nativo con potencial accion benéfica. Las
bacterias han sido caracterizadas molecularmente. ldentificacion de cepas aisladas de
bosque nativo y tubo digestivo de abejas. Se procedié a la activacién de las cepas en caldo
MRS y luego sembradas en placas con Agar MRS para corroborar la pureza de las cepas
asi como para extraer colonias, a partir de las cuales, se realizd la extraccion de ADN y
posterior amplificacion por PCR con cebadores especificos para identificar la pertenencia
al género Lactobacillus de cada una de las cepas. Para obtener el ADN bacteriano total, se
realizd la extraccion de ADN a las colonias utilizando InstaGene Matrix (BioRad). Para esto
se tomaron algunas colonias y se re suspendié en 1 ml de agua estéril, posteriormente se
centrifugé a 12000 rpm y se eliminé el sobrenadante. El pellet bacteriano fue resuspendido
en 200 pl de InstaGene Matrix y se incub6 a 56°C por 30 min, luego se procedié a agitar en
agitador vortex durante un minuto para finalmente incubar a 100°C por 8 min. Se procedi6
a agitar fuertemente y centrifugar a 12000 rpm por 3 min, el sobrenadante se transfirié a un
tubo de micro centrifuga nuevo para almacenar la suspensién de ADN a -20°C. La deteccién
molecular se realizé mediante la amplificacién de ADN cromosomal bacteriano, utilizando
los partidores R16-1(16S) (6"-CTTGTACACACCGCCCGTCA-3") y LbLMA1-rev (ITS) (5°-
CTCAAAACTAAACAAAGTTTC-3"). Se prepar6 una mezcla maestra de PCR calculada
para 25 ul de reaccion que consistio en: buffer PCR 1X; MgCI2 4mM; dNTP 0.2mM; Primer
A 1 uM; Primer B 1 pM; Taq 0.25 U; 9.25 pl H20 y 1 yl de ADN. Para la visualizacion de
los resultados, los productos PCR fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa al
1,5% pre tefiido con GelRed® Nucleic Acid Stain (Biotium) durante 90 min a 80 volts.

M1 Uy s R 8 A e Wt s e

Figura 1. Gel agarosa 1.5% de cepas acido lacticas aisladas de abejas. Carriles de
Izquierda a derecha: (MPM) Marcador de peso molecular, (1) Control positivo,(2) BN-6, (3)
BN-1.3, (4) BN-Ac, (5) BN-Bc, (6) BN-2(2), (7) BN-8, (8) BN-5, (9) BN-A, (10) BN-3(2), (11)
BN-Cc, (12) BN-22r, (13) BN-B, (14) BN-1(2), (15) AB-13A, (16) AB-1A, (17) AB-3, (18) BN-
C.
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Figura 2. Gel agarosa 1.5% de cepas acido lacticas aisladas de abejas.Carriles de
Izquierda a derecha: (MPM) Marcador de peso molecular, (1) Control negativo, (2) BN-2.1,
(3)AB-10, (4)AB-7, (5)AB-12. **Cepas con prefijo “BN-" corresponde a Bosque nativo; prefijo
‘AB” corresponde a cepas de abeja.

De las 21 muestras sometidas a éste estudio (AB=6 y BN=15), todas las cepas de abeja
pertenecen al género Lactobacillus, en tanto s6lo 5 de 15 asilados de bosque nativo son a
la prueba de identificacion molecular, siendo identificadas como Lactobacillus, los
resultados se evidencian por los amplicones de aproximadamente 250pb claramente
distinguidos en las imagenes de geles de agarosa obtenidos por electroforesis (figuras 1y
2).

ANEXO 2.

CARACTERIZACION DE CEPAS LACTICAS AISLADAS DE ABEJAS Y BOSQUE
NATIVO.

Hidrofobicidad de la Superficie bacteriana

En 1990 Rosenberg y Doyle definieron el método de particién de solventes organicos MATH
(del inglés Microbial Adhesién to Hydrocarbons), el que permite determinar la hidrofobicidad
de la superficie de la pared bacteriana.

Para la realizacion del método de particion de solventes organicos MATH se realizé un
cultivo de las cepas aisladas de abejas y de bosque nativo en tubos de cultivo
microbiolégico con caldo MRS Merck® a 37°C durante 18 horas, los cultivos se
centrifugaron por 4 minutos a 3600 rpm y se eliminé el sobrenadante, luego se re suspendiod
en 2 ml de solucién salina (NaCl al 0,9%) para lavar el pellet bacteriano, la centrifugacion y
re suspension se realizé dos veces.

Se utilizaron 3 tubos por cada cepa los que contenian 3,6 ml de solucion salina al 0,9% a
los que se inocularon con un alicuota de la cepa aislada, el volumen inoculado de cada
cepa fue variable, dependiente del crecimiento de cada cepa y se ajusto su densidad dptica
en un espectrofotdmetro (Spectronic 20D) en un rango que fluctud entre 0,4 a 0,6 de
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densidad 6ptica (DO) a una longitud de onda de 600 nm. Se registro la absorbancia de cada
uno de los tubos ajustados para luego adicionar tres solventes organicos: xileno p.a.
Merck®, tolueno p.a. Merck® y n-hexadecano p.a. Merck®, cada uno por separado a los

3 tubos mencionados anteriormente que se ajustaron para cada cepa. Luego se agitaron
manualmente de forma enérgica durante 1 minuto y se procedio a la lectura de la densidad
optica, se repitid6 cada una hora hasta completar 3 mediciones, incluida la primera medicion
con el solvente organico; la determinacién del grado de hidrofobicidad se realizé con la
siguiente ecuacién:

% hidrofobicidad= [(DO antes — DO después) / DO antes] x 100

Donde, “DO antes”, corresponde al registro de DOeoo de la cepa antes de la adicion del
solvente organico; “DO después” es la media de la DOsoo entre las 3 mediciones realizadas
a cada tubo; la formula se aplic6 a las mediciones de cada uno de los tres tubos de cada
cepa (Ocana, 2001). El grado de hidrofobicidad se clasificé como bajo: 0-35%, medio: 36—
70%, alto: 71-100% para cada uno de los solventes organicos segun la escala de Ocafa
et al., 1999.

A continuacién se muestran en la tabla 1, los resultados de la prueba aplicada.
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Tabla 1. Hidrofobicidad de la superficie bacteriana. Densidad Optica a longitud de onda de 600 nm.

Cepas Absorbancia INICIAL Absorbancia FINAL % de hidrofobicidad indice de HIDROFOBICIDAD

Origen Nombre X* et i X* b B X* T o x* ™ 7
AB-1B 0,436 | 0,456 | 0,452 0,089 | 0,050 | 0,107 79,587 | 89,035 | 76,327 Alta Alta Alta

AB-4 0,404 | 0,432 | 0,356 0,063 | 0,044 | 0,036 84,406 | 89,815 | 89,888 Alta Alta Alta

AB-5B 0,480 | 0,474 | 0,478 0,049 | 0,117 | 0,137 89,792 | 75,316 | 71,339 Alta Alta Alta
AB-10B 0,422 | 0,470 | 0,408 0,058 | 0,062 | 0,169 86,256 | 86,809 | 58,578 Alta Alta Media
AB-1A 0,444 | 0,448 | 0,442 0,128 | 0,080 | 0,139 71,171 | 82,143 | 68,552 Alta Alta Media

AB-2 0,452 | 0,412 | 0,434 0,060 | 0,059 | 0,189 86,726 | 85,680 | 56,452 Alta Alta Media
AB-6A 0,418 | 0,420 | 0,388 0,421 | 0,17 | 0,137 71,053 | 72,143 | 64,691 Alta Alta Media
s;IA:/t:aesjt?Zs AB-9 0412 | 0,454 | 0,458 0,080 | 0,053 | 0,184 80,583 | 88,326 | 59,825 Alta Alta Media
AB-10A 0,382 | 0,345 | 0,392 0,059 | 0,144 | 0,089 84,555 | 58,261 | 77,296 Alta Media Alta
AB-16 0,462 | 0,482 | 0,412 0,105 | 0,269 | 0,169 77,273 | 44,191 | 58,981 Alta Media Media
AB-9P 0,436 | 0,436 | 0,430 0,199 | 0,100 | 0,035 54,358 | 77,064 | 91,860 Media Alta Alta |

AB-11B 0414 | 0,416 | 0,470 0,193 | 0,121 | 0,166 53,382 | 70,913 | 64,681 Media Alta Media
AB-5A 0,420 | 0,464 | 0,474 0,129 | 0,136 | 0,196 69,286 | 70,690 | 58,650 Media Alta Media
AB-6B 0,418 | 0,404 | 0,368 0,136 | 0,121 | 0,166 67,464 | 70,050 | 54,891 Media Alta Media
AB-7A 0,488 | 0,500 | 0,486 0,196 | 0,067 | 0,226 59,836 | 86,600 | 53,498 Media Alta Media

BN-2RR 0,520 | 0,522 | 0,524 0,482 | 0,490 | 0,484 7,308 | 6,130 7,634 Baja Baja Baja

BN-AC 0,480 | 0,466 | 0,474 0,496 | 0,498 | 0,488 -3,333 | -6,867 | -2,954 Baja Baja Baja

Bosque BN-B 0,479 | 0,455 | 0,489 0,476 | 0,433 | 0,481 0,626 | 4,835 1,636 Baja Baja Baja
nativo BN-BC 0,468 | 0,458 | 0,450 0,496 | 0,484 | 0,444 -5,983 | -5,677 | 1,333 Baja Baja Baja
CLMUSS-01 0,560 | 0,550 | 0,549 0,067 | 0,140 | 0,105 88,036 | 74,545 | 80,874 Alta Alta Alta

CTUSS-87 0,542 | 0,583 | 0,524 0,125 | 0,108 | 0,099 76,937 | 81,475 | 81,107 Alta Alta Alta

X* = Xileno, T** = Tolueno, H***= n-Hexadecano
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Auto-agregacion

Se utilizaron cultivos de las cepas, incubadas a 37°C por 12 horas en caldo MRS Merck®, se
centrifugaron a 3700 rpm por 5 minutos y se elimind el sobrenadante. Posteriormente, la cepa fue
lavada 2 veces con buffer PBS estéril, para luego ajustar la densidad éptica a 0,6 £ 0.5 en 3 ml
de PBS estéril en un espectrofotémetro (Spectronic 20D) a una longitud de onda de 570nm. Se
registré la absorbancia inicial, luego se procedié a incubar a 37°C sin agitaciéon y se registré la
DO (densidad éptica) durante 4 horas con intervalos de 1 hora, de acuerdo a lo descrito, se calculd
el indice de auto-agregacion (IC) mediante la siguiente féormula:

IC = [1— (DO final / DO inicial)] x 100

De acuerdo a las caracteristicas de auto-agregacion, las cepas se clasificaron en tres categorias:
alta (71-100 %), medio (36-70 %) y baja (0-35 %). A continuacion se muestran en la tabla 2, los
resultados de la prueba aplicada.

Tabla 2. indice de auto-agregacién. Densidad Optica a longitud de onda de 570nm.

Cepas Absorbancia| | Absorbancia e idice de

A auto- auto-

Origen Nombre IRICIAL Flia) agregacion agregacion
AB-10A 0,564 0,562 . 0,355 Bajo
AB-10B 0,564 0,566 -0,355 Bajo
AB-11B 0,566 0,564 0,353 Bajo
AB-16 0,558 0,554 0,717 Bajo
AB-1A 0,566 0,564 0.353 Bajo
AB-1B 0,564 0,562 0,355 Bajo
. AB-2 0,534 0,526 1,498 Bajo
smﬁi . |_nB4 0,568 0,566 0,352 Bajo
AB-5A 0,564 0,562 0,355 Bajo
AB-5B 0,560 0,558 0,357 Bajo
AB-6A 0,562 0,554 1,423 Bajo
AB-6B 0,564 0,560 0,709 Bajo
AB-7A 0,540 0,530 1,852 Bajo
AB-9 0,542 0,538 0,738 Bajo
AB-9P 0,564 0,558 1,064 Bajo
BN-2RR 0,542 0,532 1,845 Bajo
BN-AC 0,390 0,357 8,462 Bajo
Beads BN-B 0,257 0,214 16,732 Bajo
e b BN-BC 0,544 0,538 1,103 Bajo
i i 0,564 0,564 0,000 Bajo
CTuUSS-87 0,564 0,562 0,355 Bajo
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Adhesion a proteinas de matriz extracelular

La lignina, un polimero organico, es particularmente importante en la formacién de las paredes
celulares, especialmente en la madera y la corteza de vegetales, ya que prestan rigidez y no se
pudren facilmente. Quimicamente las ligninas son polimeros fendlicos reticulados, insolubles en
acidos y solubles en alcalis fuertes como el hidroxido de sodio, que no se digieren ni se absorben.

La lignina presenta la particularidad que no es atacada por la microbiota gastrica, por ello es
también considerada una fibra dietética (Slavin, 2013). Sin embargo se ha demostrado que las
bacterias acido lacticas promueven la fermentacion y descomposicién de materiales como lignina
y celulosa, eliminando asi los efectos indeseables de la materia organica no descompuesta.

La importancia del estudio de este polimero y su relacién con los objetivos abordados por este
proyecto, radica en que la lignina presente en plantas de arandanos podria afectar la colonizacion
de cepas lacticas, impidiendo asi ejercer los efectos y potencialidades que se han planteado, por
ello hemos propuesto estudiar la interaccidon de este polimero organico con cepas lacticas
seleccionadas.

Inicialmente, se estipuld la realizacién de una prueba de adherencia a matrices de lignina, sin
embargo, debido a factores intrinsecos del polimero, como pH muy basico y escasa solubilidad,
se planifico el estudio de tolerancia y crecimiento en medio MRS suplementado con el polimero
lignina en solucién.

Objetivos.

Determinar la tolerancia y capacidad de crecimiento de cepas lacticas seleccionadas en medio
de crecimiento suplementado con lignina en solucién.

Metodologia.

Lignina comercial (lignina alkali o lignina Kraft), de la empresa Sigma-Aldrich fue suspendida en
buffer PBS alkalinizado con hidroxido de sodio. Posteriormente la solucién obtenida fue filtrada a
0.2 micras y diluida en caldo MRS para obtener soluciones a concentraciones de 100 ug/mly 1
mg/ml. El medio suplementado con el polimero en ambas concentraciones fue inoculado con las
8 cepas lacticas seleccionadas y ajustados a una absorbancia de 0.1 a 625 nm. Cada tubo de
concentracién 100 ug/ml y 1 mg/ml fue luego incubado por 3 y 16 horas respectivamente a 37°C,
para luego ser leida nuevamente su absorbancia y determinar asi tolerancia al polimero y
crecimiento en su presencia. Los resultados del ensayo se informaron como porcentaje de
viabilidad, obtenido indirectamente desde las mediciones de absorbancia.

Resultados
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Un total de 7 de las 8 cepas lacticas probadas mostrd tolerancia a una concentracién de 100
ug/ml de lignina en un periodo de incubaciéon de 3 horas. La cepa AB4, no mostrd desarrollo en
el medio adicionado del polimero, y las cepas AB9, LPT87, CLMUSS01 y 2RR mostraron
desarrollo sobre el 40% evidenciando crecimiento (figura 3).
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Figura 3. Porcentaje de incremento en absorbancia medido a 625 nm en medio MRS enriquecido
y adicionado de 100 ug/ml de lignina.

A una concentracion mayor de lignina de 1 mg/ml y efectuando una incubaciéon por 16 horas,
todas las cepas lacticas toleraron la presencia del polimero y mostraron desarrollo por sobre el
80% (figura 4).

De acuerdo a estos resultados, las ocho cepas lacticas ensayadas no presentan mayor dificultad
en crecer en presencia de lignina.
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Figura 4. Porcentaje de incremento en absorbancia medido a 625 nm en medio MRS enriquecido
y adicionado de 1mg/ml de lignina.
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Discusion

En el plan operativo del presente proyecto se planted el estudio de la capacidad adherente de
cepas lacticas seleccionadas a matrices de lignina en microplaca mediante la metodologia
propuesta por Styriak et al., 2003, para el estudio de cepas probidticas a matrices de moléculas
extracelulares, especialmente colageno y fibronectina. Sin embargo, debido a factores intrinsecos
del polimero, como pH muy basico y escasa solubilidad, la técnica ideada para proteinas no pudo
ser aplicada segun el protocolo original, por ello se planificé una modificacion al protocolo,
evaluando la tolerancia y crecimiento en medio MRS suplementado con el polimero lignina en
solucién.

Se ha demostrado que las bacterias acido lacticas promueven la fermentacion y descomposicion
de materiales como lignina y celulosa, eliminando asi los efectos indeseables de la materia
organica no descompuesta. La importancia del estudio de este polimero y su relacién con los
objetivos abordados por este proyecto, radica en que la lignina presente en plantas de arandanos
podria afectar la colonizacion de cepas lacticas, impidiendo asi ejercer los efectos vy
potencialidades que se han planteado, por ello hemos propuesto estudiar la interaccion de este
polimero organico con cepas lacticas seleccionadas.

Los resultados del ensayo mostraron que siete de las ocho cepas puede desarrollarse en medio
de cultivo comercial adicionado de lignina en una concentracién de 100ug/ml, concentracién
semejante a la empleada por Styriak et al., (2003) en ensayos con colageno, sélo no existiendo
crecimiento de la cepa AB-4, sin embargo, al probar una concentracion 10 veces mayor del
polimero lignina en el medio, las ocho cepas mostraron desarrollo significativo, resultando en un
aumento de absorbancia mayor al 80% en relacion a la determinacion basal. Estos resultados
demuestran que lignina a pesar de su alcalinidad es un polimero que no afecta el crecimiento de
las cepas lacticas.

La importancia de este resultado radica en que las cepas lacticas no tendrian un efecto inhibitorio
de las fibras de lignina presentes en plantas de arandano, mas bien podria incluso esta fibra
organica presentar algun efecto potenciador del crecimiento, el cual podria ser abordado en
estudios proximos.

Pruebas de Tolerancia de las cepas lacticas.

Metodologia

Se utiliz6 el sedimento bacteriano de cada una de las cepas (AB1B, AB4, AB5B, AB9 y CLMUSS-
1 como control), previamente cultivadas en 4 ml de caldo MRS Merck® (Man-Rogosa-Sharpe)
enriquecido en condiciones de microaerofilia, el que se centrifugd a 3.500 rpm durante 5 min.
Se prepararon tubos de ensayo a pH 3, pH 4, pH 5 y pH 7 que contenian 3 ml de caldo MRS
enriquecido y acidificado con HCI 0,1 N, estos fueron inoculados con un cultivo bacteriano de
cada una de las cepas seleccionadas hasta conseguir una turbidez del 0.5 de la escala de Mc
Farland. Los tubos se incubaron a 37°C, y medidos con potenciémetro pH-metro a las 2 horas y
4 horas desde la inoculacién. Se realizaron siembras de estas muestras sobre placas de agar
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MRS e incubadas a 37°C en condiciones de microaerofilia para obtener un recuento en superficie
y cuantificacion de las UFC/ml.

Resultados

Las pruebas de tolerancia demostraron que las cepas lacticas exhibieron una tolerancia
semejante a los distintos grados de acidez probadas (figuras 5-9). Estas se desarrollaron sin
mayor problemas a pH7, pH5 y pH4, manteniendo recuentos en todos los casos por sobre 10°
UFC/ml.

A a pH 3, se observé un leve descenso en los recuentos de todas las cepas en relacion al
crecimiento a grados de acidez superiores, sin embargo las mayores diferencias se observo en
la tolerancia de las cepas en relacién al tiempo a pH3, observando que a las 4 horas de interaccion
ya no existe desarrollo bacteriano, siendo entonces el pH3 inhibitorio para las cepas en un
trascurso mayor a 2 horas.
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Figura 5. Recuentos y graficas de curvas de tolerancia, cepa AB1B.
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Figura 6. Recuentos y graficas de curvas de tolerancia, cepa AB4..
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Figura 9. Recuentos y graficas de curvas de tolerancia. Cepa CLMUSS-1.

Identificacion genética de las cepas acido lacticas seleccionadas a nivel de especie.

Introduccioén

La secuenciacion de ADN ribosomal 16s ha ganado popularidad entre los microbiblogos,
principalmente como herramienta de caracterizacion molecular e identificacion o descubrimiento
de nuevos aislados a nivel de sub-especie (cepas). La mayor ventaja sobre los métodos de
caracterizacién bioquimica, radica en una identificacion precisa de cepas con caracteristicas
atipicas (Chandok et al., 2014).

Se ha descrito previamente que Lactobacillus es un género diverso (Stiles & Holzapfel, 1997)
incluyendo mas de 150 especies (http://www.dsmz.de/microorganism/), cuya estructura
filogenética es verdaderamente compleja (Felis & Dellaglio, 2007). Para diferenciar aislados
bacterianos se han empleado diversos métodos, desde los morfolégicos ya obsoletos, pasando
por aquellos fermentativos hasta los genotipicos. En cuanto a los métodos fenotipicos, si bien
facilitan la identificacién por su facil y rapido empleo, tienen limitaciones, y se ha reportado
ambigua especificidad. Boyd et al (2005), encontraron que un tercio (33 de 97) cepas identificadas
por API50CHL no fueron identificadas a nivel de especie.

En esta actividad, las cepas preseleccionadas por poseer el mayor potencial de aplicacion fueron
sometidas a andlisis de secuencia nucleotidica que codifica para la subunidad 16S ARN
ribosomal.

Objetivo

Amplificar parte del gen que codifica para la subunidad 16S ARN ribosomal mediante reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR).

Metodologia
Extraccion de ADN.
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Se realizo extraccion de ADN a las cepas acido lacticas con el producto comercial InstaGene
Matrix (Bio-Rad Laboratories), para obtener ADN gendmico y ADN episomal de alta pureza. Para
esto se utilizé el sedimento bacteriano de cada una de las cepas, previamente cultivadas en 4 ml
de caldo MRS Merck® (Man-Rogosa-Sharpe) enriquecido en condiciones de microaerofilia, el
sedimiento se obtuvo mediante centrifugacion a 3.500 rpm durante 5 min., el que luego se
resuspendié en 400 ul de agua libre de nucleasas estéril, posteriormente se centrifugd por 2 min
a 11.000 rpm y se elimind el sobrenadante. El pellet bacteriano fue resuspendido en 200 ul de
InstaGene Matrix, se incub6 a 56 °C por 30 min y finalmente se sometié a un nuevo proceso de
calentamiento a 100 °C durante 8 minutos. Se enfrid, agitd fuertemente y centrifugo a 12.000 rpm
por 3 min. EIl ADN obtenido se congelo a -20°C en el mismo tubo con la matriz. Cuando se
ocuparon las muestras se centrifugd y se tomé de la fase superior como ADN molde.

Amplificacion por PCR

Se realizaron amplificaciones mediante la técnica PCR de la cepa empleando los primers
definidos en literatura (Tabla 3). Se prepard una mezcla maestra de PCR calculada para 25 ul de
reaccidon que consistié en buffer PCR 1X; MgCI2 2,2mM; dNTP 0,2mM; Primer PO 0,5 uM; Primer
P6 0,5 uM; Taq 0,1 Uy 2 ulde ADN; H20O libre de nucleasas csp. 25 pl por reaccién. El programa
PCR consistio en 1 ciclo a 95°C por 1min, 30 ciclos a 95°C por 30 segundos, seguidos por 1 min
a 54,5°C y 1 min a 72°C, con un ciclo de elongacion final a 72°C por 5 min.

Electroforesis
Se realizé electroforesis en gel de agarosa al 1% con una corriente de 90Volts por 45
minutos y se visualizé en fotodocumentador con transiluminacion UV.

Tabla 3.- Oligonucleotidos empleados en PCR.

Tamaro de T° de
Blanco Partidores Secuencia (5’ 23’) amplicén . Referencia
(pb) melting
Ban 164 PO GAGAGTTTGATCCTGGCTCAG o b Koll-Klais
Ribosomal 21500 | 48870 | w20
P6 CTACGGCTACCTTGTTACGA .

Purificacion y concentracion

La banda correspondiente al amplicon esperado del producto PCR fue escindida del gel
empleando un transiluminador UV y sometida a digestién-purificacion utilizando el kit comercial
“E.Z.N.A. gel extraction kit”, segun las recomendaciones del fabricante. EI ADN purificado fue
concentrado por medio de un equipo concentrador centrifugo, obteniendo una concentraciéon
minima final de 100ng/ul de ADN.

Secuenciacion y analisis bioinformaticos.
El producto PCR purificado, concentrado y cuantificado fue enviado a la Unidad de Secuenciacion
de la Pontificia Universidad Catdlica de Chile para su analisis mediante tecnologia ABI PRISM
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3100. Las secuencias obtenidas fueron formateadas, alineadas, editadas y comparadas en base
de datos NCBI mediante el software Basic Local Aligment Search Tool (BLAST).

Resultados

Posterior a la reaccion PCR, purificacion y concentracion del amplicon obtenido, muestras de
cada una de las cepas preseleccionadas AB1B, AB4, AB5B y AB9 fueron enviadas a la Unidad
de Secuenciacién de la PUC para obtener las secuencias nucleotidicas de cada microorganismo.
Las secuencias recibidas en formato digital fueron analizadas y se conformaron cromatogramas
de cada una de las cepas y de esta forma poder depurar las secuencias a ser comparadas en
bases de datos (figura 10).

Posteriormente, cada secuencia obtenida fue asignada a un formato fasta y comparada en base
de datos mediante el software BLAST (Zhang et al. 2000; Morgulis et al. 2008)

Con las secuencias se realizé el recorte de los extremos utilizando un limite de probabilidad de
errorde 0.01 en los extremos 3’y 5°. Para el alineamiento de las dos hebras se utiliz6 alineamiento
global utilizando el algoritmo de Needleman-Wunsch.
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Figura 10.- Cromatogramas visualizados en software Unipro UGENE ver. 1.26.1.

Los alineamientos fueron comparados en la base de datos NCBI mediante el software Basic Local
Aligment Search Tool (BLAST).

Los resultados para cada una de las cepas fue el siguiente:

Cepa AB1b: Mostré un 99% de identidad con Lactobacillus kunkeei

Cepa AB4: Se aprecia un 99% de identidad para Pediococcus acidilactici y con Pediococcus lolii
Cepa AB5b: Se aprecia un 100% de identidad para Pediococcus acidilactici y con Pediococcus
lolii

Cepa AB9: Se aprecia un 100% de identidad para Pediococcus acidilactici y con Pediococcus
lolii

El analisis de la cepa AB1b confirma que es una cepa de Lactobacillus kunkeei, en el caso de las
cepas AB4, AB5b y AB9, se confirma que pertenecen al género Pediococcus, figurando dos
especies, P. acidilactici y P. lolii, con la misma identidad, sin embargo, se ha comentado en
literatura cientifica, la posibilidad de que algunas cepas identificadas como P. lolii sean cepas de
Pediococcus acidilactici segun lo descrito en la publicacién de Wieme et al. 2012.
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ANEXO 3

PRUEBAS DE ANTAGONISMO Y ANTIBACTERIANAS.

Antibiosis de cepas acido lacticas sobre fitopatégenos.

Objetivo

Evaluar la capacidad antagonista de 8 bacterias del género Lactobacillus spp. sobre Pseudomona
syringae pv. syringae (Pss), agente causal del tizén bacteriano del arandano, y sobre los hongos
de los géneros Botryosphaeria, Botrytis y Verticillium, asociados a pudricion de madera, brotes,
flores y frutos en arandano y otras especies vegetales.

Metodologia

Para realizar los ensayos cepas lacticas preseleccionadas y el fitopatogeno Pseudomona
syringae pv. syringae fueron incubadas durante 24 horas en caldo MRS y caldo KB,
respectivamente. En el caso de los hongos, estos fueron utilizados durante su fase de crecimiento
activo.

Antibiosis sobre Pseudomona syringae pv. syringae (Pss).

400 L del fitopatégeno P. syrinage fueron sembrados por diseminacion sobre placas Petri de 9
cm conteniendo medio APD, una vez seca la placa se sembraron alicuotas de las 8 bacterias
lacticas, 1 control negativo (agua) y 1 control positivo (ciclohexamida) en dosis de 10 uL (Figura
1). El tratamiento se repitié 3 veces. Después de 48 horas se evalué la presencia de halos de
inhibicién alrededor de la colonia bacteriana colocada sobre el césped o tapiz de la bacteria
fitopatdégena.

Antibiosis sobre hongos

Las bacterias lacticas fueron evaluadas sobre dos medios de cultivo diferentes (APD y APD +
acido lactico) con el propdsito de observar el efecto de estos sobre un aislados de Botryosphaeria,
Verticillium y Botrytis cinerea. Discos de 8 mm de medio PDA con micelio en crecimiento activo
del hongo fueron puestos en el centro de la placa y las bacterias fueron dispuestas en grupos de
4 al costado de la placa, ademas se sembré un control positivo (Pseudomonas protegens cepa
ChB7) y un control negativo (agua) (figura 1). Los tratamientos fueron sembrados equidistantes
a una distancia de 3 cm del hongo. Se evalu6 después de 5 dias la actividad de inhibicién de las
bacterias sobre el crecimiento micelial de los hongos, lo cual se evidencié por ausencia de
crecimiento fungico.
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Figura 1. Disposicion de las ocho bacterias acido lacticas preseleccionadas sobre placas Petri
con diferentes medios para evaluar inhibicibn sobre una cepa bacteriana y tres hongos
fitopatégenos. A: antibiosis sobre Pss; B: antibiosis con hongos (grupo 1 de bacterias); C:
antibiosis con hongos (grupo 2 de bacterias); +: control positivo; -: control negativo.

Resultados

Antibiosis sobre Pseudomona syringae pv. syringae

Las cepas lacticas CTUSS87, AB2RR, BNB, AB9, AB5B, AB4 y AB1B presentaron actividad
antibidtica sobre P. syringae, ya que generaron halos de inhibicién sobre el césped o tapiz
bacteriano del fitopatdgeno bacteriano (figura 2). De estas siete bacterias con actividad
antagonica, aquellas que mostraron mejor efecto controlador fueron las bacterias CTUSS87,
ABS5B, AB4 y AB1B. La bacteria CLMUSSO01 no presenté crecimiento sobre el medio APD y por
lo tanto no gener6 inhibicion sobre P. syringae.

Figura 2. Interacciéon en placa del fitopatégeno Pseudomona syringae pv. syringae. , agente
causal del moho gris del arandano en medio APD contra bacterias &cido lacticas
preseleccionadas.
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Antibiosis sobre hongos

La interaccién en placas sobre hongos de importancia econémica en medio APD mostré que las
cepas lacticas CTUSS87, AB2RR, BNB, AB9, AB5B, AB4, AB1B y el control ChB7 presentaron
la habilidad de desarrollarse en este medio de cultivo. La bacteria CLMUSS01 no crecié en este
medio, impidiendo asi ensayar actividad antagoénica, sin embargo se realizara una busqueda de
un medio mas apropiado y asi efectuar una determinacion futura para esta cepa. El control P.
protegens cepa ChB7 y las bacteria AB5B, AB4 y AB1B redujeron o detuvieron el crecimiento
micelial de Botrytis cinerea (figura 3). En el caso de Botryosphaeria solo el control positivo P.
protegens cepa ChB7 presenté un efecto de control, mientras que las bacterias del género
Lactobacillus no redujeron el crecimiento micelial del hongo (figura 4).

Figura 3. Interaccion en placa del hongo Botrytys cinerea, agente causal del moho gris del
arandano en medio APD contra grupos de bacterias acido lacticas preseleccionadas.A: grupo
1; B: grupo 2.

Figura 4. Interaccion en placa del hongo Botryosphaeria sp., agente causal de pudriciones de
madera en arandano en medio APD contra grupos de bacterias acido lacticas preseleccionadas.
A: grupo 1; B: grupo 2.
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Al realizar el ensayo de antibiosis en placas con medio PDA + acido lactico sélo las bacterias
CTUSS87, AB5B y en menor medida la cepa lactica AB2RR presentaron crecimiento sobre el
medio, pero no presentaron control sobre ninguno de los hongos ensayados (figura 5).

Figura 5. Interaccién en placa de los hongos A: Botryosphaeria sp., y Botrytis cinerea en medio
APD (acidificado con 4acido lactico) contra dos grupos de bacterias acido lacticas
preseleccionadas.

Discusion.
Hongos fitopatdégenos son causa de pérdidas devastadoras para el arandano y otros berries en
todo el mundo (US Highbush Blueberry Council, 2015). En Chile, es el problema sanitario mas
recurrente y de dificil control. Existen especies fitopatégenas que afectan a la planta como
Chondrostereum purpureum, agente de la enfermedad conocida como ‘plateado’, u otros como
Botrytis cinerea, Rhizopus y Alternaria spp. que afectan al fruto ya cosechado.
El manejo de estos microorganismos se basa principalmente en el uso de fungicidas con una
efectividad limitada, ya que se ha observado resistencia hacia los agroquimicos mas empleados.
El uso de estas sustancias tiene ademas un dafo potencial en el medioambiente, el que cada dia
adquiere mayor relevancia. Es por esta problematica que el control de plagas en la industria
fruticola mediante métodos ambientalmente seguros y amigables es una prioridad. Dentro de esta
categoria, la formulacion biotecnoldgica que se plantea en este proyecto basada en cepas acido
lacticas obtenidas desde insectos, bosque nativo y afines representa un potencial innovador, y
con grandes proyecciones.
De acuerdo a lo anterior, se plante6 el estudio de las capacidades antagdnicas de 8 cepas lacticas
preseleccionadas sobre importantes fitopatégenos para la industria del arandano.
En cuanto a la actividad inhibitoria del crecimiento de hongos fitopatégenos, las bacteria AB5B,
AB4 y AB1B redujeron o detuvieron el crecimiento micelial de Botrytis cinerea, agente causal del
moho gris. Botrytis cinerea, es el patégeno de mayor importancia en el cultivo del arandano,
ocasionando el tizéon de la inflorescencia y ramillas, y pudricion en los frutos. Nuestros resultados
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demostrarian que un subgrupo de cepas lacticas AB5B, AB4 y AB1B reducen significativamente
el crecimiento de este hongo fitopatégeno. Normalmente, para el control bioldgico de B. cinerea
se usa el microorganismo antagonista Trichoderma spp,. pero aca se plantea el empleo de un
microorganismo alternativo, con grandes potencialidades por su amplia accién, inocuidad y
potencial biotecnoldgico.

Por otra parte se observé actividad antagdnica sobre el fitopatégeno bacteriano Pseudomonas
syringae, 4 cepas lacticas CTUSS87, AB5B, AB4 y AB1B, presentaron una alta actividad
antagénica sobre el crecimiento de la bacteria P.syringae.

Existen variadas cepas de Pseudomonas syringae que ocasionan dafios a los arandanos (Cancer
o Tizén bacteriano), lo cual hace mas dificil su manejo. Las bacterias se encuentran presentes
en casi todo el mundo y se diseminan con facilidad por medio del viento, la lluvia, y muchos otros
medios. No existen otras alternativas al cobre para el manejo de la enfermedad que hayan sido
probadas, sin embargo el cobre parece ser una débil alternativa, ya que variados estudios han
probado la ineficiencia de aplicacién de cobre a los campos de arandano para el control de
Pseudomonas syringae , a pesar de esto, muchos productores continuan aplicandolo para
controlar cepas producidas por esta enfermedad.

De acuerdo a los resultados obtenidos, existe un subconjunto de 3 cepas acido lacticas, AB5B,
AB4 y AB1B, que tienen el mayor potencial de control de fitopatégenos de importancia para la
industria del arandano, como lo son la bacteria Pseudomonas syringae y el hongo Botrytis
cinerea. Estos microorganismos tienen la capacidad de inhibir significativamente el crecimiento
de los agentes fitopatégenos en ensayos in vitro. No obstante, el estudio de actividad antagénica
frente a otros agentes fitopatdgenos en los cuales no se observd actividad inhibitoria sera
reforzado mediante aplicacion de técnicas combinadas y potenciadas, determinando ademas la
naturaleza de las sustancias que causan el efecto antagénico vislumbrado.

ANEXO 4.

PRODUCCION DE PEROXIDO DE HIDROGENO.

Metodologia.

Se les determind a las cepas seleccionadas y para ello se utilizé el protocolo descrito por Felten et
al.,, 1999. Las cepas de Lactobacillus sp. fueron sembradas sobre placas con 20 mL de agar
MRS, suplementadas con 5mg de 3,3, 4,4'-tetrametilbenzidina (Sigma) y 0,2 mg de peroxidasa
(horse radish, Sigma) incubadas en condiciones de anaerobiosis durante 48 horas.
Posteriormente, las placas fueron expuestas al aire. La identificacion de bacterias productoras de
H20; se realizé después de la incubacion y formacién de pigmentos azules alrededor de las
colonias, se considerd dos categorias: no productora y productora de H;0O..

Resultados

Se encontrd un bajo porcentaje de cepas acido lacticas productoras de peréxido de hidrogeno
(12.5%) correspondiente a 1 de las 8 cepas seleccionadas, lo que se observa en la figura 1,
placa izquierda, recuadro superior izquierdo.
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Figura 1. Placas MRS perdéxido, a la izquierda cepas CTUSS-87, AB9, AB5B, AB4. En la imagen
de la derecha, arriba, BN-2RR; derecha, BN-B; Abajo, CLMUSS-01; izquierda, AB-10B.

En la figura superior, el medio se ve tefido por efecto de la oxidacién al exponerse a aire, sin
embargo en la imagen de la izquierda, en el recuadro superior derecho, las colonas de la cepa
AB-4 se puede apreciar un puntillado azul correspondiente a lo descrito en la literatura.
Lactobacillus spp, tienen la capacidad de producir sustancias antimicrobianas, dentro de éstas
encontramos perdxido de hidrogeno (H2O2) que disminuyen el crecimiento de bacterias
patégenas. Sin embargo, al analizar la capacidad de las cepas de inhibir el crecimiento de
patégenos, hubo algunas que tenian esta propiedad sin ser productoras de perdxido, lo que hace
extrapolar que otro tipo de sustancias antimicrobianas podria estar presente, tales como acidos
organicos (acido lactico) y bacteriocinas que suprimen o disminuyen el crecimiento de bacterias
patégenas o potencialmente patégenas (Ocana, 2001).

ANEXO 5.
PRUEBAS DE SUSCEPTIBILIDAD ANTIBIOTICA.

Introduccion.

Producto del extensivo empleo de bacterias acido lacticas (BAL) en variados alimentos y
preparaciones alimenticias, es que éstos microorganismos han sido designados como inocuos o
GRAS (generally recognized as safe) en inglés. En la practica, esto significa que las BAL son
consideradas organismos de grado alimenticio y no representan un riesgo a la salud de los
consumidores o el medioambiente. Sin embargo, existen estudios que han documentado la
presencia y expresion de genes de virulencia y/o genes de resistencia antibiética en BAL
asociadas a alimentacién. Cuando la resistencia antibiética se localiza en elementos genéticos
méviles como plasmidos o transposones, existe el riesgo que tal caracteristica sea
potencialmente transferida al ser humano, microbiota comensal o bacterias patdgenas que
habitan temporalmente en el hospedador. Por lo tanto, es de vital importancia verificar que
probiéticos y cepas de BAL a emplear con fines nutricionales, no posean propiedades de

Informe técnico de avance
V14-06-05
Pag. 70



resistencia antimicrobiana adquirida previo a considerarlas seguras para el consumo humano o
animal.

El estudio de susceptibilidad de BAL puede ser realizado por medio de variados métodos,
incluyendo difusién de discos, dilucion en agar, dilucién en caldo o kits E-test. En general, los
métodos basados en dilucion y E-test son preferibles en relacion a pruebas de difusién donde
zonas de inhibicion son observadas. Las técnicas que permiten la determinacion de
concentracion minima inhibitoria (CMI) de antimicrobianos, entregan una indicacién mas clara en
cuanto a la naturaleza de la resistencia, si es ésta intrinseca o adquirida. Sin embargo, variadas
BAL presentan condiciones de crecimiento especiales en términos de acidez, suplementacién de
carbohidratos, medios convencionales como agar o caldo Muller-Hinton e Iso-sensitest (IST) a
menudo no son apropiados para pruebas de susceptibilidad en BAL. Sin embargo, se ha
reportado la formulacién de un medio de cultivo liquido (LSM) para probar susceptibilidad en BAL
para determinar CMI de agentes antibacterianos de los principales clases de antibiéticos para
Lactobacillus, Pediococcus y Lactococcus.

Objetivo.

Analizar la susceptibilidad antibiética de cepas acido-lacticas, con potencial de empleo en la
industria del arandano, obtenidas desde insectos polinizadores y bosque nativo con el objeto de
determinar potenciales propiedades de resistencia antibiética a nivel fenotipico.
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Metodologia.

Cepas bacterianas.

Se analizé un total de 8 cepas acido-lacticas aisladas desde insectos polinizadores y bosque
nativo chileno, las cuales han sido seleccionadas por su potencial de aplicacién en la industria
del arandano.

Ensayo de susceptibilidad

Se empled el método E-test (ABBiodisk) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Desde una
suspension con una densidad McFarland 1.0 en suero salino, se tom6 una alicuota de cada cepa
con una térula estéril, y se diseminé en forma homogénea en placas con 20 ml de medio LSM
(mezcla de caldo Iso-Sensitest al 90% (Oxoid)), caldo MRS al 10% (Merck) y 1,7 % de Agar-Agar
(Merck), a un pH final de 6.7 (Klare et al. 2005). Luego se colocaron las tiras E-test sobre las
placas, las que se incubaron por 48 horas a 37°C en microaerofilia. El punto de corte para cada
antibiotico, fue definido como la menor concentracion antibiética para la cual no se observd
desarrollo bacteriano. La susceptibilidad de una cepa a un antibiético fue definida como la
concentracién minima inhibitoria (CMI) en pg/ml.

Resultados

La mayor parte de las cepas lacticas orales sometidas a ensayos fenotipicos mediante E-test,
resultaron ser sensibles a los antibiéticos probados. De ésta forma las 8 cepas lacticas fueron
totalmente sensibles a 11 de los 18 agentes antimicrobianos: cloramfenicol, cefalotin, amoxicilina,
eritromicina, rifampicina, tetraciclina, ampicilina, linezolid, amoxicilina/CLV 2/1, clindamicina y
dalfopristin-quinupristin (tabla 1), y fueron totalmente resistentes a vancomicina y metronidazol.

Se observo diferencias en la susceptibilidad entre las cepas lacticas a ciprofloxacino,
gentamicina, netilmicina. Los valores resultantes para el aminoglicésido gentamicina mostr6 que
la cepa BNB presentd niveles de resistencia por sobre el limite propuesto para este antibiético,
en el caso del aminoglicésido estreptomicina nuevamente la cepa BNB presento resistencia por
sobre el valor propuesto, cuyo e-test marcé 256 ug/ml siendo el corte aceptable 64 ug/mi.

Para ciprofloxacino, 2 cepas LPT87 y AB9, fueron resistentes a altas concentraciones del
antibiotico, sin embargo esta resistencia especifica esta referida como intrinseca, careciendo por
lo tanto de potencialidad de transferencia genética.

Tabla 1. Valores de susceptibilidad CMI (ug/ml) frente a 20 antibiéticos, utilizando el método E-test.
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Antibioticos

Lz SM CM Rl AK EM AC VA AM QDA CE  CGL TG AL
BN2RR 3 16 40,1 0 9 01 04 256 01 1.5 8 2 s 6
BNB ¢ 2. 286 1 2 286 1, 04 15 03 0,5 8 1 8 0
CHLMUSSO1 075 0,8 64 0 1 32 02 04 2686 02 3. 019 0,38 2 6 O
LPT87 2 24 03 0 4 041 01 256 0 04 05 4 2 6 0
AB9 } 3 16 0 0 16 03 08 256 08 ‘ 2 0,75 3 6 1
AB4 ‘ 3 16 03 1 8 03 01 266 03 04 05 04 2 8 0
AB5B 05 22 24 03 1 18 02 04 256 0,3 BN ) o O S Taa)
AB1B 0,7 22 16 01 08 0 16 01 04,256 03 3 2 04 2 70

Mz
256
256
256
256
256
256
256
256

CL: Cloranfenicol; CE: Cefalotin; AC: Amoxicilina; NC: Netilmicina; Cl: Ciprofloxacino; AK: Amikacina; EM: Eritromicina;
RI: Rifampicina; SM: Streptomicina; AM: Ampicilina; GM: Gentamicina; VA: Vancomicina; MZ: Metronidazol; TC:
Tetraciclina; LZ: Linezolid; XL: Amoxicilina/CLV 2/1; CM: Clindamicina; QDA: Dalfopristin-quinupristin.

Figura 1: Ejemplos de método E-test en 3 cepas lacticas. A) Cepa BNB susceptible a netilmicina.
B) Cepa BNB susceptible a gentamicina. C) Cepa CLMUSSO01 resistente a metronidazol. D) Cepa
AB9 resistente a ciprofloxacino.

Discusion.
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Al principio de la década del noventa, Curragh y Collins (1992) informaron de una alta tasa de
mutacion espontanea de resistencia a kanamicina y estreptomicina en lactobacilos, y
mencionaron que esta propiedad no es infrecuente en cepas BAL. En afos subsiguientes la
resistencia a aminoglicésidos ha sido informada por varios otros investigadores (Charteris et al.
1998). Pero esta resistencia en cepas BAL a aminoglicésidos se considera una propiedad
intrinseca y atribuida a la ausencia de transporte de electrones mediada por citocromos, la cual
media la captacién del agente antibiético (Danielsen y Wind, 2003). Una propiedad que se asocia
a la seguridad en el uso del probidtico pues en muchos casos estas resistencias no son
transferibles.

Los resultados de este estudio concuerdan con lo reportado por Danielsen y Wind (2003) que
informaron de niveles de resistencia a aminoglicosidos en cepas BAL. Los valores resultantes
para el aminoglicésido gentamicina mostré que la cepa BNB present6 niveles de resistencia por
sobre el limite propuesto para este antibiotico Klare et al., (2007), quien define como resistente
cuyo e-test sea mayor a 8 ug/ml, en el caso del aminoglicésido estreptomicina nuevamente la
cepa BNB presenté resistencia por sobre el valor propuesto por Klare et al., (2007), cuyo e-test
marcé 256 ug/ml siendo el corte aceptable 64 ug/ml. De esta forma se plantea excluir la cepa
BNB de futuros andlisis o aplicaciones en la industria para la cual se dirige este proyecto y asi
evitar riesgos o efectos o deseados.

No se observé diferencias significativas en los niveles de resistencia para los antibioticos
ampicilina, dalfopristin-quinupristin, eritromicina y linezolid, entre las cepas de este estudio y los
informados por Klare ef al., (2007). Ademas los valores fueron menores a los puntos de corte
propuesto por estos autores. No se debe dejar de mencionar el hecho de que las 46 cepas
estudiadas por Klare et al,. (2007), fueron aisladas desde diversos sustratos (alimentos y
humanos) y ninguna tenia un origen similar al de las cepas analizadas en nuestro estudio.

La resistencia bacteriana a vancomicina se debe a la sintesis de un nuevo tipo de peptidoglican,
en el cual el residuo D-alanina terminal es reemplazado por D-lactato, resultando en una drastica
reduccién de la afinidad a vancomicina (Arthur et al., 1992; Bugg et al., 1991; Handwerger et al.,
1992; Messery Reynolds, 1992). Dos enzimas VanH y VanA son indispensables para la sintesis
de este precursor alternativo (Arthur et al., 1993). Se ha demostrado en cepas de Pediococcus
pentosaceus y Lactobacillus casei la exclusiva participacion de D-lactato terminal en precursores
pentapéptidos en la resistencia la accion de vancomicina (Billot-Klein et al., 1994; Handwerger et
al., 1994). Ademas, se han descrito resistencia a vancomicina en cepas de L. acidophilus
reportando la curacién de resistencia a este antibiético por remocién de plasmidos, lo cual indica
una resistencia transferible (Vescovo et al., 1982; Charteris et al., 1998). En nuestro estudio se
observo resistencia a este antibidtico en 7 de las 8 cepas analizadas, siendo solo la cepa BNB
susceptible. Sin embargo, por la resistencia a los aminoglicésidos gentamicina y estreptomicina
en esta cepa, se planted la exclusion de su estudio y aplicaciones préximas.

La resistencia a vancomicina en algunas especies bacterianas es de tipo intrinseca, es decir
codificada cromosomalmente y no transferible (Ruoff et al., 1988; Swenson et al., 1990;
Handwerger et al., 1994; Klein et al., 1998). La resistencia o susceptibilidad a vancomicina ha
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merecido una especial consideracién en términos de clasificacion de las bacterias lacticas.
Hamilton y Shah (1998) han utilizado la susceptibilidad a la vancomicina como una ayuda para
identificar especies de Lactobacillus. Simpson (1988) y Felten (1999) asociaron sensibilidad a la
vancomicina con Lactobacillus acidophilus, originalmente llamadas "Thermobacteria" y la
resistencia a vancomicina a bacterias lacticas que pertenecen al grupo de las "Betabacteria". Al
igual que para trimetoprim, la resistencia a vancomicina en cepas de L. acidophilus se ha
determinado como una resistencia transferible (Vescovo et al., 1982; Charteris et al., 1998). Pero
la resistencia en cepas BAL a los aminoglicésidos se considera una propiedad intrinseca.

Para ciprofloxacino, 2 cepas LPT87 y AB9, fueron resistentes a altas concentraciones del
antibiético, sin embargo esta resistencia especifica esta referida como intrinseca (Danielsen et
al., 2003), careciendo por lo tanto de potencialidad de transferencia genética.

Un reducido perfil de resistencia se observo en las cepas estudiadas, entre los que se encuentran
principalmente streptomicina, vancomicina, metronidazol, y en menor grado para amikacina,
ciprofloxacino y netilmicina. La mayor parte de la resistencia encontrada es considerada
resistencia intrinseca y no movil, sin embargo se planteé la exclusién del microorganismo BN-B
por presentar resistencia exclusiva a algunos antibiéticos y su seleccion para su aplicacién podria
eventualmente complicar los objetivos de este proyecto.
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ANEXO 6

Disefio del proceso productivo de biomasa de las cepas probidticas seleccionadas a
escala de laboratorio.

Objetivo General

Determinar condiciones 6ptimas de crecimiento que permitan un futuro escalamiento de su cultivo
en medios mas econémicos. Para este estudio previo, se empleé dos cepas acido lacticas que
forman parte del cepario general de microorganismos de nuestro grupo de investigacion.
Posteriormente, se exponen los resultados cinéticos para las cepas de abeja y bosque nativo
seleccionadas.

Metodologia

Para la cepa CLMUSS-01, se analiz6 el crecimiento en medios de cultivos formulados en base a
Permeado de Lactosuero con aditivos (ver Tabla 1), en comparacion al medio comercial MRS
(Merck), La temperatura de cultivo fue de 37°C, por tratarse de una cepa de origen humano.

Tabla 1. Medios de cultivo analizados

Medio de Cultivo Caracteristicas
MRS Segun Merck
Permeado de Lactosuero hidrolizado, con
P1 aditivos y aumento en la concentracion de

acetato de sodio.
Permeado de Lactosuero hidrolizado con

P2 aditivos, sales de Mg y Mn, reduccion de
concentracion de acetato de sodio.
P3 Permeado de Lactosuero hidrolizado, sin
aditivos.

Se tomaron muestras cada 2 horas, hasta completar un tiempo total de 24 horas; a las muestras
obtenidas se les midi6 viabilidad, a través de la técnica de conteo en placas de MRS-Agar (Merck).
El crecimiento bacteriano se ajusté al Modelo de Gompertz, de acuerdo a Zwietering, y otros
(1990), cuyos parametros se obtuvieron mediante MATLAB, y fueron utilizados para comparar el
efecto de los medios de cultivos empleados en el desarrollo de este microorganismo.

Resultados.

En la Figura 1y 2, es posible apreciar que no hay mayores diferencias en el crecimiento de la
cepa CLMUSS-1 en los medios ensayados, dado que la concentracién maxima en todos los
cultivos fue aproximadamente 10® UFC/ml. Sin embargo, es interesante notar que el medio P1
tiene un efecto importante en el retardo en el crecimiento, puesto que en el resto de los medios
la fase estacionara comienza entre las 6 a 8 hrs, pero con P1 |la fase estacionaria comienza entre
las 8 a 10 hrs. Esta informacion es vital para efectos de escalamiento, dado que los cultivos, ya
sean sistemas agitados en modo batch o feed batch, implican un costo energético alto, asociado
principalmente a la propia agitacién y al control de temperatura, variables directamente
proporcionales al tiempo empleado en lograr una biomasa de alta concentracion viable.
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Figura 1. Curvas de crecimiento de la cepa CLMUSS-1 en los medios de cultivo ensayados.

Por otra parte, de la Tabla 2, es posible predecir la concentracion maxima que alcanzara la
biomasa de la cepa CLMUSS-1 cultivada en los distintos medios. Como ya se menciond, este
parametro es similar en magnitud para MRS, P1, P2 y P3; sin embargo, los mejores resultados
se logran con MRS y P2, donde las concentraciones en fase estacionaria fueron 8.4x108 UFC/ml
y 7.02x10® UFC/ml, respectivamente. De hecho, tanto la duracion de la fase /ag es similar (3.54
horas para cultivo en MRS, y 3.64 horas para el cultivo en P2), como la velocidad especifica de
crecimiento (2.99 h™' para MRS versus 2.77 h™' para P2), lo que indica claramente que P2 es el
medio Optimo para cultivar esta cepa probidtica, y ademas, es mucho mas barato que el medio
comercial (927 $/litro de P2 versus 4385 $/litro de MRS). No obstante lo anterior, la concentracion
obtenida con el medio P3 se interesante, dado que este medio no contiene aditivos (ver Tabla 5),
lo que es promisorio, considerando un ahorro importante en reactivos o sustancias nutritivas de
grado microbiolégico, disminuyendo aun mas el costo de la preparacién del medio de cultivo.
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Figura 2. Curvas del Modelo de Gompertz ajustadas al crecimiento de la cepa CLMUSS-1 en los

medios de cultivos ensayados.

Tabla 2. Parametros de crecimiento de la cepa CLMUSS-1, segun Modelo de Gompertz.

Parametro MRS P1 P2 P3
A 5.33 4.35 5.15 413
A [h] 3.54 4.00 3.64 3.87
p[h"] 2.99 1.46 2070 6.64
R? 0.97 0.99 0.98 0.99

Nmax [UFC/ml] 8.40x108 3.15x108 7.02x108 2.55x108

Para la cepa CLTUSS-87, se efectuaron cinéticas de crecimiento en los medios comerciales MRS y
Rogosa (R), ademas del caldo LAPTg y del caldo en base a permeado de lactosuero (M). En la figura
3, se puede observar las tendencias obtenidas para la viabilidad de la cepa crecida en los diferentes

caldos.
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Figura 3. Viabilidad en funcién del tiempo, para cepa CLTUSS-87 (LAPTg, R, M, MRS, 20°C,
90rpm, pHo =6.0)

Se observa que no existe un fuerte efecto del medio de cultivo sobre las cinéticas de viabilidad
del microorganismo, lo que puede deberse a una carencia minima de nutrientes. En base a estos
resultados, se planificé un nuevo conjunto de experimentos, consistentes en la reformulacion del
medio M (en base a permeado de lactosuero), con el objetivo de lograr una produccién de
biomasa con microorganismos con alta actividad, capaces de resistir en mejor forma condiciones
adversas impuestas por futuras operaciones unitarias (concentracion, secado, formulacion de del
producto) y que pueda ejercer un rol preventivo como probiético en la sanidad del cultivo del
arandano.

En esta etapa del trabajo se contempl6 la modificacion en las concentraciones de peptona,
extracto de levadura, extracto de carne y acetato de sodio. En la tabla 3, se pueden observar las
modificaciones efectuadas para cada nuevo medio de cultivo:
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Tabla 3. Nuevos medios de cultivo para el crecimiento de la cepa CLTUSS-87

MRS M M1 M2 M3 M4 M5

Peptona Caseina 1 - + & - el .
Extracto de carne 1 - - + = x E
Extracto de 0,4 - = = + + =
levadura v

D glucosa 2 - = - = B ¥
D-Hidrog.-Fosf.-P. 0,2 +/- +/- +/- +/- +/- +/-
Tween 80 0,1 +/- +/- T &/ +/- +/-
Acetato de sodio 0,5 - + + + - 5
Permeado de 0 + + + + + £
lactosuero

Enzima 0 + + + + + 3
Citrato 0,2 - - 2 2 < 3
S. manganeso 0,001 - - - - - -
S. mangnesio 0,02 - - . - E _

Obs. + Indica un aumento de la concentracion del reactivo con respecto al medio M
- Indica una disminucién de la concentracidén del reactivo con respecto al medio M

En las figura 4, que resume los resultados de turbidez (540 nm) en funcién del medio de cultivo,
se puede observar que, si bien existieron aumentos en las concentraciones de biomasa para los
medios de cultivo M4 y M5, estos no son comparables todavia con el aumento experimentado en
medio comercial MRS. La diferencia en produccién de turbidez experimentada por los medios M4
y M5 no es sustancialmente diferente, a pesar de que el medio M4 sélo considera la reduccién
en la concentracién de acetato y el medio M5 considera la reduccion de esta sustancia y el
aumento en la concentraciéon de peptonas, extracto de carne y extracto de levadura. Diferentes
autores han mencionado al acetato como inhibidor del crecimiento para otras cepas diferentes a
Lactobacillus spp., mientras que otros lo han reportado como potenciador en el crecimiento de
estos microorganismos. A la luz de estos resultados, el acetato actia como inhibidor en el
crecimiento de estas cepas. Hay que recordar que los requerimientos nutricionales de los
microorganismos son especificos para cada uno, al igual que la produccién de metabolitos de
reaccién. En el caso de estas cepas, que pertenecen a grupos metabdlicos heterofermentativos,
excretan acetato como respuesta a sus procesos de vida, al igual que CO..
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Figura 4. Turbidez (540 nm) en funcion del tiempo, para la cepa CLTUSS-87 (MRS, M, M1, M2,
M3, M4, M5, 20°C, 90rpm, pHo = 6.0)

Efecto de la incorporacion de citrato, magnesio y manganeso sobre el crecimiento de las
cepas probidticas.

Se contempld la incorporacién de citrato, magnesio y manganeso en cantidades muy pequenas.
El citrato actia como cofactor de fermentacion, junto con algin aztcar como glucosa, ribosa,
galactosa, etc., aunque algunos autores lo han reportado como fuente energética sin la necesidad
de presentar azucares. Por otra parte, las sales de magnesio y manganeso han sido asociadas a
la produccion de enzimas relacionadas con los procesos de vida de los Lactobacilos (racemasa
encargada de producir L-lactato y D-lactato, fermentacion de azucares, produccién de otras
moléculas de los microorganismos). La tabla 4, muestra el nuevo disefio experimental efectuado.
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Tabla 4. Nuevos medios formulados para el crecimiento de cepas acido lacticas.

Con permeado Con agua destilada
MRS M M1 M2 M3 M3 M5 M6 M7
Peptona Caseina 1 - - - = + = L 2
Extracto de carne 1 - - - = = : = -
Extracto de levadura 0,4 - - 5 - + 5 = X
D glucosa 2 - = o £ = T ¥ ¥
D-Hidrog.-Fosf.-P. 0,2 +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/-
Tween 80 01 +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/- +/-
Acetato de sodio 0.5 + - - - = 3 3 =
Permeado de 0 + + + + + B - E
lactosuero
Enzima 0 + + + + + 5 = L
Citrato 0,2 - + J + + % # +
S. manganeso 0,001 - - + + - 2 = a
S. mangnesio 0,02 - - + + = o = 2

Obs. + Indica un aumento de la concentracién del reactivo con respecto al medio M
- Indica una disminucién de la concentracidon del reactivo con respecto al medio M

77 : O Cepa 87, MRS
g O Cepa87,M
6 -
& Cepa 87, M1
(=}
Cepa 87, M2
5 - S
0 Cepa 87, M3
4 - 5 Cepa 87, M5
a
(@ O Cepa 87, M6
Qa
3 0O Cepa 87, M7
Cepa 87, M8
2 A o a
qit= a2 o 1
g 1 & 8
: i g o B
0 ] 2 5 § ‘ t
0 12 24 36 48 60 72
tiempo (h)

Figura 5. Turbidez (540 nm) en funcion del tiempo, para la cepa CLTUSS-87 (MRS, M, M1,
M2, M3, M5, M6, M7, M8, 20°C, 90rpm, pHo = 6.0)

Se puede observar que la incorporacion sélo de los minerales (MRS) ya permite un aumento
en la produccion de biomasa, cercano al experimentado en el medio comercial MRS (figura
5).

Con estos resultados es posible concluir que esta nueva cepa en estudio posee diferentes
exigencias nutricionales que las cepas aisladas desde microbiota humana. El medio de
cultivo M fue optimizado satisfactoriamente.
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927 $/Litro

Permeado de Lactosuero MRS (Merck)

Figura 6. Comparacion del costo de preparar un medio en base a Permeado de
Lactosuero frente a un medio comercial (MRS, Merck)

Conclusiones

- Laconcentracién maxima en fase estacionaria de la cepa CLMUSS-1 en los distintos
medios ensayados fue del orden de 10 UFC/ml.

- Un medio éptimo para cultivar la cepa CLMUSS-1 es P2, obteniéndose resultados
similares al cultivo en caldo MRS, siendo la concentracion maxima en fase
estacionaria de 7.02x10® UFC/ml.

- La fase estacionaria del cultivo de la cepa CLMUSS-1 en P2 comienza entre las 6 y
8 hrs, con lo que su cosecha se debe realizar a las 12 horas, como limite maximo
(fase estacionaria en su periodo medio).

- El costo del medio P2 es de 927%/litro y es mucho mas barato que el costo del medio
comercial MRS (4385 $/litro) (figura 6).

Estudios de crecimiento con cepas aisladas de abejas y bosque nativo.

Una vez definido el medio de cultivo a emplear en el cultivo, se estudio la cinética de
crecimiento de las cepas acido lacticas AB-1B, AB-4, AB-5B y AB-9 en medio comercial MRS
y en medio de cultivo a base de lactosuero, con y sin hidrolizar la lactosa, incubando a 37°C
con agitacion constante, a fin de establecer y evaluar el crecimiento de las cepas en los
distintos medios. EI MRS es un medio de cultivo que tiene un costo mayor al medio formulado
si se piensa en una produccién de biomasa a escala mayor.

Inicialmente las cepas, almacenadas a -20°C, fueron activadas tomando 100 pL de cada una
de ellas y depositadas en tubos con 4 mL de medio MRS estéril, llevando a la estufa a 37°C
por 24 horas, sin agitacion. Transcurrido este tiempo, se realizd un traspaso, que consiste
en tomar 100 uL del primer tubo y depositarlos en un nuevo tubo con 4 mL de medio MRS;
nuevamente llevando a la estufa a 37°C por 12 horas, sin agitacion. Para el caso de la cepa
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AB-1B, el proceso de activacién resulté ser mas lento, requiriendo 24 horas en vez de 12
ocurrido el traspaso.

Transcurridas las 12 horas desde el traspaso, el tubo es centrifugado a 5000 rpm por 10
minutos. Se elimina el sobrenadante y se obtiene un pellet, al cual se agregan 500 uL de
suero fisiologico. De esta suspension se tomaron aproximadamente 75 pL y se traspasaron
a un tubo con 4 mL de suero fisiolégico estéril. Se midié y ajusté la densidad éptica de este
tubo a 625 nm hasta obtener una absorbancia entre 0,5 — 0,6. Este es el inéculo. Finalmente
por cada 200 mL de medio, se agrega al medio esterilizado 350 pL de indculo. Aqui se inicia
el proceso de cultivo de la cepa, llevando el matraz a la estufa a 37°C, con agitacién contante.
Se realizaron mediciones cada 3 horas hasta completar las 24 horas, registrando el pH y la
viabilidad de la cepa.

Las tablas 5 a 8 y figuras 7 a 10, se presentan los datos experimentales de pH y viabilidad
obtenidos del estudio de las cinéticas de crecimiento de las cuatro cepas probioticas,
utilizando el modelo cinético de Gompertz para modelar las fases de latencia, exponencial y
estacionaria, entregando informacién de los valores maximos de viabilidad y el tiempo que
demoran las bacterias en alcanzarlo.

11
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Figura 7. Cinética de crecimiento cepa AB-1B cultivada a 37°C.
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Figura 8. Cinética de crecimiento cepa AB-4 cultivada a 37°C.
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Figura 9. Cinética de crecimiento cepa AB-5B cultivada a 37°C.
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Figura 10. Cinética de crecimiento cepa AB-9 cultivada a 37°C.
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Tabla 5. Parametros cinéticos cepa AB-1B obtenidos por el modelo de Gompertz para los

distintos medios de cultivo.

Parametro MRS Lactosuero Lactosuero-H
—p ) B e
W [1/h] 1,76 2,00 1,82
t[h] 264 0 46T 1,60
No[UFC/mL] 7,40x10*  9,20x10* 5,60x10*
ABAB N mixe[UFC/mL]  2,02x10°  4,20x107 1.26x10°
Nmax [UFC/mL] 9,11x108  4,20x107 1,33x107
PH [Ninsy exp] 454 546 4,11
t[h] [Nmxexp] 18, 15 18

Tabla 6. Parametros cinéticos cepa AB-4 obtenidos por el modelo de Gompertz para los

distintos medios de cultivo.

 Parametro MRS  Lactosuero Lactosuero-H
T e e
W [1/h] 1,27 1,22 1,91
x[h] 2,43 2,28 Y . i
No[UFC/mL] 2,62x10°  2,42x10° 1,34x10°
Gan Npmix exp[ UFC/mL] 2,08x10°  5,69x10° 4,72x10°
Nmax g[UFC/mL] 1,92x10° 4,39x108 4,03x10°
PNl - 38 BE3 3,95
i AR I b e e

Tabla 7. Parametros cinéticos cepa AB-5B obtenidos por el modelo de Gompertz para los

distintos medios de cultivo.

 Parametro "MRS  Lactosuero Lactosuero-H
A [ad] 7,05 g0 = 998
Wm [1/h] . 1,52 1,12 1,35
‘t[h] 0,74 1,73 038
No[UFC/mL] - 428x10°  7,72x10° 1,568x10°
AB-5B  Npire UFC/mL]  600x10°  4,20x10°  2,78x10°
Nmax g[UFC/mL] 4,95x108 3,45x10° 3,07x10°
PH [Npsx expl g 4,21 563 386
t [h] [Nimsx exp] L L 18
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Tabla 8. Parametros cinéticos cepa AB-9 obtenidos por el modelo de Gompertz para los

distintos medios de cultivo.

Parametro MRS Lactosuero Lactosuero-H

A [ad] 8,58 8,18 9,69

M HLAR] 0 - o dien e SEERES et LSO

1 [h] ' ke RN T 2.27

No[UFC/mL] ©1,82x10°  1,64x10°  1,76x10°
A Nmixexp[UFC/mL]  9,80x10°  584x10°  2,72x10°

Nmax [UFC/mL] 9,68x108 5,84x108 2,85x10°

PH [Ninix exp) ’ 402 hed - Lagg

€ [h] [Niméx exp) 18 L SR 18

ANEXO 7

DESARROLLO DE UN PROCESO DE FABRICACION DEL PREPARADO EN POLVO
En esta etapa se estudié la técnica de secado por atomizacién para obtener un preparado
en polvo mediante microencapsulacion, dando lugar a capsulas de tamaro micrométrico que
pueden liberar su contenido, y mantener la estabilidad de los probiéticos durante su
almacenamiento en el tiempo.
La estabilidad se ve determinada por factores como la luz, el oxigeno, la temperatura y la
humedad. La presencia de oxigeno influye directamente en la formacién de radicales libres
que pueden reaccionar oxidando acidos grasos presentes en la membrana celular. Por otro
lado, la deshidratacion disminuye la disponibilidad de agua dentro de las células de tal
manera que alcanzan un estado de latencia durante el cual se vuelve mas lento el
metabolismo, incluso llegando a detenerse, consiguiendo finalmente su almacenamiento en
forma mas estable.
En el sistema de microencapsulacion mediante secado por atomizacién, la cepa probidtica
en el medio es atomizada, y al entrar en contacto con un flujo de aire caliente, evapora el
liquido a baja temperatura, esto porque al ser un proceso rapido, evita que el nucleo de la
microcapsula se caliente, no alterando la bacteria en su viabilidad y propiedades probiodticas.
El proceso consta de 4 etapas principales:

1- Atomizacién de la alimentacién al secador

2- Contacto entre la lluvia atomizada y el agente secante (aire caliente)

3- Secado de la lluvia atomizada (evaporacién de la humedad/volatiles)
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4- Separacion del producto seco en polvo del aire en un ciclén.

Un esquema del equipo empleado se presenta a continuacion.

Ace humedo

. Ventiader

s | I =g jcaion |
Panel de | sac3do A i
cortiol 3

|

— Resstanciss [~

Producio seco

Figura 1. Esquema de secador por atomizacion

Para proteger a las bacterias probiéticas de las altas temperaturas durante el secado y/o
estabilidad durante el almacenamiento se utilizaron tres medios encapsulantes: el primero,
el medio protector tradicional (MPT) constituido por proteina de suero, glutamato
monosddico, sorbitol, estearato y sacarosa; para el segundo se agregé extracto de fructo-
oligosacaridos al MPT, y para el tercer medio protector se agreg6 harina de topinambur al
MPT.

Tabla 1: Condiciones de operacion del secador por atomizaciéon para cada cepa

Secado 1 Secado 2 b Sec;do 3
e
T aida (°0) 0 s i
atorrF:irzeascl%nn(::IIPa) 0.1 ! ik
i 25%piv MPT a i
% Sélidos 25%pi MPT o fge o5 5%(25%p/v MPT)

Harina de Topinambur

Asi, para los distintos medios protectores durante el secado por atomizacién se obtuvieron
los siguientes rendimientos:

Tabla 2. Viabilidad y rendimientos obtenidos del secado por atomizacién para cada cepay
medio protector
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Gra_mos de Gramos Rendimiento Viabilidad Viabilidad
sélidos en prqducto seaado antes del después Humedad
el medio  deshidratado % secado del secado %
(1L) (1L) (UFC/mL) (UFC/g)
SECADO 1 250 71,5 28,59 8,00x108 3,09x10° 13,84%
AB1B SECADO 2 250 90,5 36,20 1,20x10° 2,80x10° 10,09%
SECADO 3 267,5 61,4 22,95 1,08x10° 2,22x10° -
SECADO 1 250 90,05 36,02 1,20x10° 1,20x10° 12,90%
AB4 SECADO 2 250 124,4 49,76 8,20x108 7,50x108 10,74%
SECADO 3 267,5 122,3 45,72 1,22x10° 7,20x108 11,61%
SECADO 1 250 73,3 29,32 2,02x10° 5,68x108 11,73%
AB5B SECADO 2 250 90 36,00 7,00x108 1,29x10° 9.21%
SECADO 3 267,5 60,4 22,58 1,20x10° 1,93x10° 8,77%
SECADO 1 250 92,25 36,90 1,76x10° 1,80x10° 11,14%
AB9 SECADO 2 250 1072 42,88 1,70x10° 3,60x108 13,91%
SECADO 3 267,5 108,6 40,60 1,84x10° 1,20x10° 8,87%

Se observa que el mayor rendimiento se obtiene para el secado con medio encapsulante

tradicional (MPT) con extracto de fructo-oligosacaridos.

Evaluacion de la viabilidad del producto probiético formulado

Los productos secos fueron envasados al vacio y almacenados en bolsas trilaminadas a

4°C, temperatura ambiente (20°C) y 37°C, protegiéndolos asi de la humedad, el oxigeno y

la luz. Los resultados de viabilidad en el tiempo de almacenamiento del producto seco para

las cepas AB1B, AB4, AB5B y AB9 se presentan en las siguientes tablas y figuras:

Tabla 3. Viabilidad en el tiempo de producto seco cepa AB1B con MPT

4°C Tambiente 37°C

. VIABILIDAD VIABILIDAD VIABILIDAD
E DIAS | HUMEDAD (UFClg) HUMEDAD (UFC/g) HUMEDAD (UFClg)
= 0 9,41% 1,00x108 9,41% 1,00x108 9,41% 1,00x108
m
o 20 6,88% 4,10x107 7,62% 1,68x107 10,79% 2,54x108
<

35 - 1,14x108 - 1,71x107 13,26% 2,52x104
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log (UFC/g)

ALMACENAMIENTO DE CEPA AB1B-MPT
DESHIDRATADA
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Figura 2. Viabilidad en ciclos logaritmicos (UFC/g) v/s tiempo de almacenamiento de cepa
AB1B con MPT deshidratada.

Tabla 4. Viabilidad en el tiempo de cepa AB4 deshidratada.

4°C Tambiente 37°C

DIAS | HUMEDAD W(\L?l-!l&ll?;in HUMEDAD V'?E,!'éj’)m HUMEDAD V'?Sg'ézﬁ
El o [ 1290% 120x10° | 12,90% | 1,20x10° 12,90% 1,20x10°
E 15 . - - - 12,55% 1,48x108
L[ 17| saz% 1,83x10° 9,33% 1,36x10° : )

20 | 9,56% 1,30x10° 9,58% 6,11x10° 8,68% 8,51x108
@ |DiAS | HUMEDAD V"(‘l?l_!'gg‘;m HUMEDAD V"(‘lﬁ!‘éz;n HUMEDAD V"(‘L?,!'E:'I';;‘D
“ 1o | 1074% | 750x10° | 1074% | 750x10° | 1074% | 7.50x10°
E 15 - : : ] 1144% | 2,54x107
= [ 17 [ 805% 1.41x10° 6.61% 8,17x10° . :
< | 2 | 7.8% 1.40x10° 5,70% 6,30x108 7.79% 2,44x10°
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‘ VIABILIDAD VIABILIDAD VIABILIDAD
a DIAS | HUMEDAD | ™i;pcyg) | HUMEDAD | i jpci) ™ | HUMEDAD | ™ipc)o)
i 0 11,61% 7,20x108 11,61% 7,20x108 11,61% 7,20x108
S| 15 - . - - 13,06% 5,75x107
B 17 11,61% 2,46x10° 8,99% 2,43x108 - :
<
29 9,20% 6,87x10° 5,40% 4,93x108 9,68% 1,29x107
ALMACENAMIENTO DE CEPA AB4 DESHIDRATADA
< MPT  MPT+ MPT  MPT+ MPT  MPT+
" i +FOS HT _MPT +FOS 'HT Ll +FOS HT
B I8 = =
2 8
- Sy I8 : 2\
6 A =
5 =N
0 15 29
TIEMPO (DIAS)
@m4°C-MPT B Tamb-MPT B 37°C-MPT
B4°C-FOS B Tamb-FOS #37°C-FOS
B4°C-HT B Tamb-HT O37°C-HT

Figura 3. Viabilidad en ciclos logaritmicos (UFC/g) v/s tiempo de almacenamiento de cepa
AB4 deshidratada.

Tabla 5. Viabilidad en el tiempo de cepa AB5B con MPT deshidratada.

4°C Tambiente 37°C

. VIABILIDAD VIABILIDAD VIABILIDAD
'n_. DIAS | HUMEDAD (UFClg) HUMEDAD (UFCIg) HUMEDAD (UFClg)
= 0 11,45% 1,13x10° 11,45% 1,13x10° 11,45% 1,13x10°
m
B 20 - 2,45x10° 11,31% 1,52x10° 9,82% 2,66x10°8
<

35 - - 0,102 2,33x10° 10,72% 2,49x10*
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ALMACENAMIENTO DE CEPA AB5B-MPT DESHIDRATADA
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Figura 4. Viabilidad en ciclos logaritmicos (UFC/g) v/s tiempo de almacenamiento de cepa
ABS5B con MPT deshidratada.
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Tabla 6. Viabilidad en el tiempo de cepa AB9 deshidratada.
4°C T° ambiente 37°C

: VIABILIDAD VIABILIDAD VIABILIDAD
. DIAS | HUMEDAD (UFCig) HUMEDAD (UFCIg) HUMEDAD (UFCIg)
= 0 11,14% 1,80x10° 11,14% 1,80x10° 11.14% 1,80x10°
fé 15 7.44% 2.73x10° 13,63% 1,36x10° 9,44% 8,71x108

29 5.01% 1,03x10° 9,06% 8.11x108 6.27% 1,42x108
@ |DiAS | HUMEDAD V'?E;Lé,';)m HUMEDAD VI?UBILIE:IZ;\D HUMEDAD VI?L?F"E:IIZI)\D
- 0 13,91% 3,60x108 13,91% 3.60x108 13,91% 3.60x108
(-
e | 15 7.47% 2 43x10° 13.65% 1,97x10° 11,52% 9,84x108
é 29 5 - 8,73% 1,58x10° 8,61% 9,29x107
N 30 4,11% 1,33x10° - S - :

y VIABILIDAD VIABILIDAD VIABILIDAD
a DIAS | HUMEDAD (UFCig) HUMEDAD (UFCIg) HUMEDAD (UFCIg)
: 0 8.87% 1,20%10° 8,87% 1,20x10° 8,87% 1,20x10°
S| 15 13,26% 6,87x108 12,63% 1,28x10° 13,42% 2 93x108
@ | 29 . = 8,11% 1,56x10° 7.15% 3,52x108
<

32 4.62% 6,19x108 " « - E
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Figura 5. Viabilidad en ciclos logaritmicos (UFC/g) v/s tiempo de almacenamiento de cepa
AB9 deshidratada.

De las tablas y figuras anteriores se observa que a los 30 dias de almacenamiento los

productos secos correspondientes a las cepas AB1B, AB4, AB5B y AB9, a las temperaturas
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de 4°C y a temperatura ambiente mantienen en forma estable su viabilidad, independiente
del medio encapsulante utilizado, no asi para el producto almacenado a 37°C, donde la
viabilidad disminuye solo 1 ciclo logaritmico a los 15 dias, para después de los 30 dias
aumentar en mas ciclos logaritmicos.

Los resultados anteriores estan indicando que las cepas probidticas en estudio no
presentarian pérdida de viabilidad por tiempos prolongados, como seria el caso de los 90
dias, si son almacenadas a 4°C, incluso las pérdidas serian minimas si el almacenamiento
se efectlia a temperatura ambiente (alrededor de 20°C). Lo anterior queda confirmado por
el ensayo de almacenamiento a 37°C, ensayo acelerado, en el cual se logra también un
buen grado de estabilidad de las cepas.
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ANEXO 8.

EVALUACION DE INOCUIDAD /N VIVO DEL PROTOTIPO MEDIANTE UN MODELO
MURINO.

Introduccién

Un probidtico son bacterias vivas que, cuando se ingiere en cantidades suficientes, ejerce
beneficios para la salud de los consumidores". A lo largo del tiempo los probiéticos se han
utilizado con éxito para controlar las enfermedades gastrointestinales. También parecen
aliviar los sintomas de la alergia y las enfermedades con la patologia inmunolégicas
(Kalliomaki et al., 2001; Vanderhoof & Young, 2003). Los probidticos ejercen sus beneficios
a través de varios mecanismos, evitan la colonizacion, la adhesién celular y la invasién por
organismos patdégenos, que tienen actividad antimicrobiana directa y que modulan la
respuesta inmune del huésped (Doron & Gorbach, 2006). Sin embargo, diversos estudios
han demostrado que no todas las especies bacterianas tienen actividades iguales en su
accion al momento de ser ingeridos (Rath et al., 1996; Garcia-Lafuente ef al., 1997; Rath et
al., 1999; Verdu et al., 2000).

No obstante, muchos de estos ensayos terapéuticos hacen asignaciones limitadas en cuanto
(i) la frecuencia y la via de administracién de probioéticos dptima, (ii) seleccion racional de
cepas bacterianas, (iii) posibles efectos adversos, y (iv) los efectos inmunes in vivo de los
probiéticos. Por lo tanto, la seleccion de nuevas cepas probiéticas deberia tener en cuenta
los puntos mencionados anteriormente (Pavan et al., 2003).

Estudios experimentales in vivo usando ratones Balb/c, muestran escasos signos de
inflamacion intestinal como aquella observada en humanos (Santos et al, 2001; Wallis &
Galyov, 2000), lo cual los hace aptos para recibir dosis de bacterias que quieran evaluarse.
Los ratones balb/c son utilizados ampliamente a nivel mundial para ensayos murinos de todo
tipo de investigacion ya que, al tratarse de un mamifero, una gran parte de sus procesos
bioguimicos son similares al hombre, tienen un tiempo generacional muy corto, son muy
prolificos y se adaptan facilimente a la vida en los bioterios, lo que permite controlar las
variables ambientales en las experimentaciones. Ademas, es una de las especies de
mamifero mejor estudiadas desde el punto de vista genético (Benavides & GuEnet, 2001).

La presente actividad tuvo como objetivo de investigacidn evaluar la respuesta que entregan
los ejemplares Balb/c en un modelo murino, después de la administracién de cepas
probiéticas AB1B-AB5B-AB9 durante 7 dias.
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Metodologia.

Diseno experimental

Para este modelo se utilizaron ratones hembras cepa BALB/c, las que se mantuvieron en
jaulas y bajo condiciones controladas de temperatura (25 + 0.5° C), fotoperiodo 12:12 y
alimentacion ad-libitum (Ver figura 1). El cronograma de actividades efectuadas se muestra
en la tabla 1.

Figura 1. Mantencién de ratones en bioterio.

Los animales fueron divididos formando 4 grupos de 6 ratones cada uno. Los grupos
experimentales fueron los siguientes:

Grupo 1. Corresponde a los animales que fueron alimentados con pellet comercial e
hidratados mediante agua por todo el experimento.

Grupo 2. Corresponde a los animales que fueron alimentados con pellet comercial e
hidratados con agua mas la cepa AB-1B en concentracion 1x108 UFC/mL durante 7 dias
Grupo 3. Corresponde a los animales que fueron alimentados con pellet comercial e
hidratados con agua mas la cepa AB-5B en concentracion 1x108 UFC/mL durante 7 dias
Grupo 4. Corresponde a los animales que fueron alimentados con pellet comercial e
hidratados con agua mas la cepa AB-9 en concentracion 1x10® UFC/mL durante 7 dias

Las cepas probiéticas: AB1B / AB5B / AB9 fueron producidas en el laboratorio de Bio-
procesos en el cual se escalé hasta obtener biomasa deshidratada por spray.
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Tabla 1. Cronograma de las actividades realizadas durante todo el ensayo

Lunes Martes Miércoles | Jueves Viernes Sabado Domingo | Lunes
Inicio de Tratamient | Tratamient | Tratamient | Tratamient | Tratamient | Tratamient | Fin de
tratamiento | osy osy osy osy oSy osy tratamiento
§'G1, 2,38, evaluaciéon | evaluacién | evaluaciéon | evaluacion | evaluacion | evaluacion | s G1, 2, 3,
4 general de | general de | general de | general de | general de | general de | 4
los los los los los los
Pesar animales animales animales animales animales animales Pesar
animales animales
Pesar

Muestra animales Muestra de
basal Sangre,
Sangre, bazoy
bazo y Ganglios
Ganglios linfaticos
linfaticos mesentéric
mesentéric 0s
os

Microbiologi
Microbiologi co de
co de deposicione
deposicione s MRSy
s MRSy McConkey
McConkey

Signos clinicos generales. Se evaluaron y registraron signos clinicos asociados a la
patologia inducida experimentalmente tales como: diarrea, letargia, control de peso. Ademas
se registré la sobrevivencia de cada tratamiento.

Coprocultivos. Muestras de heces obtenidas desde ratones de cada grupo experimental,
fueron homogenizadas en solucion fisioldgica y sembradas en medios MRS (cepas lacticas)
y en agar MacConkey.

Hematologicos e inmunologicos. Cuantificacion del Hematocrito: a cada ratén se le realiza
un corte en la vena caudal (figura 7A), del cual se llenan 2- 4 tubos de microhematocrito.
Estos tubos son centrifugados y mediante una regla normalizada (Heraeus Christ) se
procede a leer el hematocrito. Posteriormente, desde estos tubos se obtiene plasma, en el
cual se cuantificara IL-6 e IL-10. Para realizar el recuento leucocitario porcentual, una gota
de sangre de vena caudal, fue colocada y extendida en portaobjetos, el cual fue tefido con
May Grunwald-Giemsa. Se observé en al microscopio convencional y se informa las distintas
poblaciones de leucocitos en forma porcentual (figura 2).

Bazo (Bz) y ganglios linfaticos mesentéricos (GLM) (figura 7B) fueron homogeneizados en
RPMI 1640. La suspension celular fue centrifugada durante 10min a 320g a 4°C y el
sobrenadante separado en alicuotas en el cual se cuantificara IL-6 e IL-10

Cuantificacion de citoquinas: IL-6 e IL-10 fueron cuantificadas en el sobrenadante obtenido
de bazo y ganglios linfaticos mesentéricos, mediante ELISA sandwich. Se informa la
concentracion en [pg/mL]
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Figura 2. Obtencién de sangre periférica por porque en la vena caudal. Diseccién de raton
para a obtencion de tejidos.

RESULTADOS

Signos clinicos generales. En los animales estudiados no hubo presencia de diarrea, ni
sangre en las deposiciones en ninguno de los animales en estudio.

De acuerdo a lo que se puede apreciar en el figura 3, no se observaron variaciones de peso
significativas en los promedio de peso de los animales por grupo durante la administracion
de los distintos tratamientos. Respecto a los cambios en la microbiota evidenciados en los
recuentos a partir de deposiciones de los ratones, se aprecia una tendencia de incremento
de los recuentos de bacterias gram negativas (figura 4) en los grupos tratados con las cepas,
con respecto a la microbiota acido lactica (figura 5) se pudo apreciar que no hubo cambios
y se mantuvo estable durante el desarrollo del estudio.
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Figura 3. Variacion de peso de animales al inicio y fin de la administracion de los productos.
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Figura 4. Recuento microbiota Gram negativa en medio McConkey.
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Figura 5. Recuento microbiota acido lactica en medio MRS.

Resultados Inmunoldgicos hematoldgicos.

En la tabla 8 se observa que el hematocrito no varié al administrar las distintas cepas,
siéndolos valores similares al Control PBS (48,9 £1,5).

No se obtuvo IL-6 e IL-10 en el suero, con valor 0 [pg/mL], tanto para el suero de los ratones
control PBS, como para los 3 grupos en estudio. (Tabla 3)

En relacién al recuento porcentual, (Tabla 4), no se observé diferencias en los 4 grupos en
estudio.

Para IL-6, solo se obtuvo esta citoquina en los ganglios linfaticos mesentéricos en los grupos
experimentales, para el control PBS no se detectd esta citoquina. En grupos experimentales
no hay diferencial en los grupos tratados en cepas AB1B, AB5B y AB9. (Tabla 5) En el bazo,
la concentracion fue 0 [pg/mL]. Al contrario, la IL-10, esta presente tanto en los ganglios
linfaticos mesentéricos como en el bazo. En ambos casos no hay diferencias entre los 4
grupos en estudio (Tabla 6).
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Tabla 2. Hematocrito (%) obtenido en los 4 grupos en estudio.

Grupo PBS (control) Grupo AB1B AB5B AB9

489+15 495+0,6 494 +11 51 1.7
Tabla 3. IL-6 sérica [pg/mL] en los grupos en estudio

Grupo PBS (control) Grupo AB1B AB5B AB9

0 0 0 0

Tabla 4. Recuento relativo (%) de la férmula leucocitaria en los grupos en estudio.

Grupo Basofilos Eosindfilos Segmentados | Linfocitos Monocitos
Neutréfilos

Control PBS 0 2+1 29+3 63,7 3,8 53% 0.6

AB1B 0 2.7 £0,6 24+£5,3 66,8 + 3,8 207

AB5B 0 2+£1 303+6,7 579146 82

AB9 0 210 25435 66,5+ 35 6,5 7,

Tabla 5. Concentracién de IL-6 [pg/mL] en sobrenadante obtenido de Bazo y Ganglios

Linfaticos Mesentérico

Grupo Bazo GLM
Control PBS 0 0

AB1B 0 25,1 £385,5
AB5B 0 147 +£177
AB9 0 16,6 £ 23,6
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Tabla 6. Concentracién de IL-10 [pg/mL] en sobrenadante obtenido de Bazo y Ganglios
Linfaticos Mesentérico

Grupo Bazo GLM

Control PBS 1414 +£78.38 185,6 + 1446
AB1B 163,9 £10.1 2248 + 96,1
AB5B 66,4 +39,9 227,3 +46,3
AB9 146,3 +3,6 3156 + 1376

Frente a una infeccion bacteriana aguda, los mecanismos de defensa involucran leucocitosis
y el aumento relativo (%) y absoluto de neutréfilos. En este experimento no se observo lisis
de gldbulos rojos ni aumento de neutréfilos, caracteristicos de una infecciéon bacteriana.
Ademas, al administrar las distintas cepas no se encontr6 aumento en el porcentaje de
eosinofilos, caracteristica de reacciones alérgicas.

La interleuquina 6 es una citoquina proinflamatoria con un rol fundamental en la respuesta
inmune natural. Es secretada, entre otras células, por los macréfagos M1 como parte de
respuesta inflamatoria normal contra infecciones e injuria. La IL-6 solo estaria presente en
los ganglios cercanos y drenantes a la via de administraciéon de las 3 cepas. (Via oral) La
interleuquina 10 es una citoquina antiinflamatoria y regulatoria secretada principalmente por
linfocitos T reguladores. Sin embargo llama la atenciéon la presencia de esta citoquina
(aunque a nivel bajo) tanto en el control PBS como en los 3 grupos en estudio.

En conclusion, la administracién via oral de las tres cepas no induce cambios en el
hematocrito. Tampoco provocaria infeccion como una bacteria patégena. Nitampoco genera
inflamacion local ni sistémica.

Estudio de citoquinas en células mononucleares de sangre periférica.

En cultivo de células mononucleares se evalué el perfil de citoquinas en las cepas probidticas
y sus hidrolizados.

Se utilizé las 3 cepas de Lactobacillus con caracteristicas probidticas las cuales fueron
cultivadas en caldo MRS (Man, Rogosa y Sharpe) por 24 horas a 37°C.

Obtenciéon de homogenizado proteico soluble.

El cultivo de cada una de estas tres cepas bacterianas fue centrifugado a 6000g por 8
minutos en centrifuga Eppendorf 5810R, el pellets fue resuspendido en Buffer fosfato salino
(PBS) 10mM; pH 7,4, con ayuda de pipeta Pasteur, luego de 3 lavados, se llevé a volumen
final de 35 mL, para someterlas a rompimiento mecanico en prensa FRENCH (1000 psi).
Una vez obtenido el homogenizado, éste fue centrifugado a 10000g por 15 minutos a 4°C,
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en centrifuga Eppendorf 5403, guardando el sobrenadante a -20°C. Este sobrenadante que
contiene lisado bacteriano fue denominado homogenizado proteico soluble (HPS).

Cuantificacion proteinas de homogenizado soluble de Lactobacillus spp.

La cuantificacion de proteinas totales en el HPS se realizé mediante el método de Bradford,
utilizando BSA como estandar y lectura a de 595 nm de longitud de onda.

Obtencion de células mononucleares de sangre periférica (CMN)

Se obtuvo sangre venosa de personas aparentemente normales, n= 10, edad entre 22 y 28
afos, las sangre fue colocada en tubos Falcon de 50 mL estériles, previamente preparados
con heparina 50 U/mL y PBS 10 mM pH 7,4 (PBSH).

La separacion de las CMN se realizd mediante gradiente de densidad con reactivo
Histopaque®-1077 segun protocolo estandar. La suspensién de sangre/PBSH/Histopaque
fue centrifugada a 400g por 30 minutos a temperatura ambiente. Se extrajo el anillo de la
interfase que corresponde a las CMN, el cual fue lavado con PBSH por dos veces. Un tercer
lavado se efectu6 con medio RPMI 1640 Hy Clone® + 25mM HEPES, + L-glutamina. El pellet
celular fue resuspendido en medio RPMI 1640 a temperatura ambiente. Se procede a
cuantificar el numero de CMN vy la viabilidad celular.

Cultivo de células mononucleares de sangre periférica

En placas de cultivo se sembré 100 uyL de CMN en concentracion 5x 105 CMN/mL y se
dejaron reposar en medio RPMI 1640 suplementado con 25mM Hepes y 2mM L-glutamina,
antibiético y antimicético en solucién 1x (10,000 U/mL Penicilina, 10,000 pg/mL
Estreptomicina, 25ug/mL Amfotericina B), 2 mercaptoetanol 5 x 10 -5 M a 37,0°C, 5% CO2
y 95% humedad durante 6 horas.

Posteriormente se extrajo 50uL de sobrenadante y se agregé 50uL de medio de cultivo
suplementado y con las distintos HPS segun corresponda. Todos los cultivos fueron
realizados a 37°C, 5% CO2 y 95% humedad.

Cuantificacion de Citoquinas

A las 72 horas aproximadamente de iniciado el cultivo se extrajeron los sobrenadantes de
cada pocillo, los cuales fueron centrifugados a 410 g por 10 minutos a 4°C y el sobrenadante
fue guardado a -20°C. Todas las citoquinas fueron cuantificadas mediante ELISA Sandwich.
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RESULTADOS

Tabla 7. Efecto de homogenizado proteico soluble de Lactobacillus AB-1B en la produccién
de IL-10 e IL-1 por células mononucleares de sangre periférica humana, in vitro.

gj%r);ir;tracién de HPS IL-10 (pg/mL) IL-18 I;{gzén IL-10/IL-
0 11,9 £2,4 11,9 £24

50 568 + 181 496 + 10,5 11,5

100 978 + 169 184 +78 5,3

150 952 + 262 134+ 13 74

200 880 + 214 210 + 80 42

Se informa promedio + error estandar

En las diferentes concentraciones utilizadas, el homogenizado proteico soluble de
Lactobacillus AB1B induce produccion de IL-10 (citoquina antiinflamatoria) por CMN.
También induce produccion de la citoquina proinflamatoria IL-1B. La razén CK
antiinflamatoria/Ck pro inflamatoria, se obtuvo que en el rango de concentracién estudiada
hay mayor anti-inflamacién. Por lo tanto el lisado obtenido de Lactobacillus AB1B podria
inducir un estado anti inflamatorio.

Se presentan los resultados de la cuantificacién de citoquinas al estimular con el HPS
tecnolégico (HPS-TEC) de la cepa AB 1B.

En la determinacién de concentracién de la citoquina IL-1f se obtuvo que el HPS-TEC AB1B
indujo un aumento estadisticamente significativo al administrar, en el cultivo, una
concentracion de 400 ug/ml de HPS tecnolégico en comparacion al control sin estimulo (S/E)
y con LPS (figura 6).
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Figura 6. Concentracién de IL-1B (pg/ml) determinada en sobrenadante de cultivo de células
PBMC tratadas, sin estimulo (S/E), LPS (10ng/ml) y Homogeneizado proteico soluble (HPS)
Tecnoldgico durante 72 horas.

En la determinacion de la citoquina IL-6 se obtuvo que el HPS-TEC AB1B a la concentracion
de 800 ug/ml induce un aumento estadisticamente significativo (figura 7).

« B Sin estimulo
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Figura 7. Concentracion de IL-6 (pg/ml) determinada en sobrenadante de cultivo de células
PBMC tratadas sin estimulo (S/E), LPS (10ng/ml) y Homogeneizado proteico soluble (HPS)
Tecnolégico durante 72 horas. (* p<0,05)

En el caso de la IL-10 no se obtuvo diferencias estadisticamente significativas al estimular
el cultivo con el Homogeneizado proteico soluble tecnolégico (figura 8).
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Figura 8. Concentracion de IL-10 (pg/ml) determinada en sobrenadante de cultivo de células
PBMC tratadas sin estimulo (S/E), LPS (10ng/ml) y Homogeneizado proteico soluble (HPS)
Tecnoldgico durante 72horas.

En el caso de TNF-a se obtuvo que el HPS-TEC AB1B induce un aumento estadisticamente
significativo de esta citoquina en la concentracién de 800 ug/ml en comparacién al control
sin estimulo (S/E), sin embargo, no se encontré diferencia con respecto al control LPS (figura
9).
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Figura 9. Concentracion de TNF-a (pg/ml) determinada en sobrenadante de cultivo de
células PBMC tratadas sin estimulo (S/E), LPS (10ng/ml) y Homogeneizado proteico soluble
(HPS) Tecnoldgico durante 72horas.(*p<0,05)
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CONCLUSION

En conclusién, el homogeneizado proteico soluble induce produccién de las cuatro
citoquinas en estudio, particularmente en concentraciones elevadas tales como, 400 y 800
ug/ml. Siendo TNF-a e IL-6 las citoquinas inflamatorias que presentan una mayor
concentracién. Sin embargo, dado que la respuesta es individual y esto conlleva una
desviacion estandar alta, es necesario aumentar el nimero de muestra para poder obtener
conclusiones estadisticas mas completas y robustas. También hay que considerar que la
condicion sin estimular solo contiene el medio de cultivo y es necesario detectar la presencia
de LPS en ese medio de cultivo, dado que la concentracion obtenida de algunas citoquinas
es similar al estimular con LPS (10ng/ml). Ademas, seria recomendable estimular con LPS
obtenido de otras cepas bacterianas. El trabajo con las cepas AB-5B y AB-9 esta en
desarrollo aun, por lo que seran informados en el préximo informe.
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ANEXO 9

Estudio microbiolégico de suelo tratado con prototipo biotecnolégico.

El estudio microbiolégico de suelo, se efectudé mediante muestras de suelo obtenidas desde
el huerto perteneciente al fundo “San Florencio” en Monteaguila y huerto “Los Nogales” en
San Ignacio.

En Monteaguila, se determiné la viabilidad, estabilidad y modulacién de la microbiota de
suelo tratado con el prototipo de la formulacion biotecnolégica en relacion a tratamientos
antifingicos comunmente empleados en la industria, asi como tratamiento control negativo.
Cada uno de los tratamientos fueron suspendidos o diluidos en un volumen final de 6 litros
de agua, y aplicados via foliar con nebulizadora en una proporcién aproximada de 1500L/ha
de formulacion.

Los tratamientos fueron:

e T1 control: agua

e T2 cepa AB1B: Suspension de 5 g de biomasa deshidratada de la bacteria AB1B en
6 L de agua, en una concentracion de 10%-10° UFC/m.

e T3 cepa AB9: Suspensién de 5 g de biomasa deshidratada de la bacteria AB9 en 6
L de agua, en una concentracién de 10%-10° UFC/ml.

e T4 cepa AB5B: Suspension de 5 g de biomasa deshidratada de la bacteria ABSB en
6 L de agua, en una concentracién de 108-10° UFC/ml.

e T5 fungicida organico: formulacién antifungica organica basada en quitina, 27 ml
disueltos en 6 L de agua (0.45% v/v).

e T6 fungicida quimico: Formulacién fungicida comercial Bellis®, ingredientes activos
boscalid 25,2% y piraclostrobin 12.8%. basada en cobre, 6 gramos de producto
disueltos en 6 L de agua.

En cada zona dispuesta aleatoriamente se aplico el correspondiente tratamiento, se hicieron
cuatro repeticiones en un disefio de bloques al azar.

X JX KX X XXX X X [X X X
X W3 (W6 X I AKX S s X T2 8 X
X T2 ms X T8 20X g X T4 S | X
X |T1 |14 [X |T3 |T5|X [T2 |16 X |16 |T1 |X
X_ X X [ X |X X | X |X X X |X X lX

Figura 1. Esquema de disposicién de los 6 tratamientos en huerto de arandanos tratado.

Las muestras fueron recogidas directamente desde el suelo empelando un frasco esteril,
para luego realizar recuentos microbiolégicos luego de la aplicacion y 9 dias posteriores a la
aplicacion. El analisis de las muestras consisti6 en pesar un gramo de sedimento y
suspenderlo en suero fisiolégico estéril. De esta muestra se efectuaron diluciones seriadas
de las cuales se sembrd 50 ul en medio agarizado. Se incub6 las placas a 37°C por 24-48
horas. Bacterias lacticas seran cuantificadas en agar MRS, Gram negativos seran
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cuantificados en agar tripticasa de soya, hongos seran cuantificados en agar Sabouraud
provisto de cloranfenicol.

Con el propodsito de corroborar la presencia de cepas pertenecientes al género Lactobacillus
sp en muestras de suelo, frutos secos en la planta y flores, colonias bacterianas crecidas en
agar MRS obtenidas desde éstas muestras fueron analizadas mediante reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR).

Extraccion de ADN: Se realizd con el producto comercial InstaGene Matrix (Bio-Rad
Laboratories), para obtener ADN gendmico y ADN episomal de alta pureza. Para esto se
utilizé el sedimento bacteriano de cada una de las cepas, previamente cultivadas en 4 ml de
caldo MRS en condiciones de microaerofilia, el sedimiento se obtuvo mediante
centrifugacién a 3.500 rpm durante 5 min., el que luego se resuspendié en 400 ul de agua
libre de nucleasas estéril, posteriormente se centrifugé por 2 min a 11.000 rpm y se eliminé
el sobrenadante. El pellet bacteriano fue resuspendido en 200 ul de InstaGene Matrix, se
incubo a 56 °C por 30 min y finalmente se sometié a un nuevo proceso de calentamiento a
100 °C durante 8 minutos. Se enfrio, agité fuertemente y centrifugo a 12.000 rpm por 3 min.
El ADN obtenido se congelo a -20°C en el mismo tubo con la matriz. Cuando se ocuparon
las muestras se centrifugd y se tomo de la fase superior como ADN molde.

Deteccién molecular: Se realizé un ensayo PCR con cebadores especificos para identificar
la pertenencia al género Lactobacillus de cada una de las cepas. La deteccion molecular se
realizd mediante la amplificacién de ADN cromosomal bacteriano, utilizando los partidores
R16-1(16S) (5-CTTGTACACACCGCCCGTCA-3) y LbLMA1-rev  (ITS) (5'-
CTCAAAACTAAACAAAGTTTC-3"). Se prepar6 una mezcla maestra de PCR calculada para
25 ul de reaccion que consistio en: buffer PCR 1X; MgCI2 4mM; dNTP 0.2mM, Primer A 1
uM; Primer B 1 uM; Taq 0.25 U; 10,75 ul H20 y 5 ul de ADN. El programa PCR consistié en
1 ciclo a 95°C por 5 min, 35 ciclos a 95°C por 30 segundos, seguidos por 2 mina 55°Cy 2
min a 72°C, con un ciclo de elongacion final a 72°C por 7 min Para la visualizaciéon de los
resultados, los productos PCR fueron sometidos a electroforesis en gel de agarosa al 1,5%
pre tefido con GelRed® Nucleic Acid Stain (Biotium) durante 90 min a 80 volts.

Resultados.

El recuento microbioldgico de bacterias lacticas se muestra en la figura 2. Podemos observar
que luego de transcurrida una hora desde la aplicacion, el recuento de cepas lacticas es
abundante en todos los tratamientos, alrededor de 10* UFC/g de suelo, el grupo control,
tratado con agua, como es de esperar, mostro los menores recuentos. Sin embargo, llama
la atencion el alto recuento obtenido en T6, tratado con producto comercial Bellis, donde se
cuantific6 sobre 10° UFC/g de suelo. Esto puede deberse a que el producto comercial
favorece la presencia de cepas lacticas limitando el crecimiento de otras, o simplemente
debido a deriva de los tratamientos.

El siguiente monitoreo, que fue realizado 9 dias después de la aplicacion, mostrd
predominancia en los recuentos hechos en T3, tratado con cepa &acido lactica AB9,
manteniéndose un recuento aiin mayor a 10* UFC/g de suelo. Todos los demas tratamientos
mostraron una disminuciéon de bacterias lacticas, sin embargo, estas logran permanecer
viables disminuyendo aproximadamente un ciclo logaritmico, lo cual demuestra una gran
capacidad de colonizacién y resistencia de las bacterias hacia las condiciones abidticas y
bidticas del microhabitat, como exposicion solar, humedad, y factores microecoldgicos.
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Figura 2. Recuento de bacterias lacticas en suelo tratado con formulaciones experimentales.

Los recuentos de bacterias Gram negativas totales luego de 1 hora post-aplicacion
alcanzaron entre 10°— 10° UFC/g de suelo (figura 3). Al efectuar un segundo recuento al dia
9 post-aplicacion, se observé una disminucion de casi un orden de magnitud en todos los
tratamientos, exceptuando el suelo control, tratado solo con agua, donde la diferencia fua
minima. La disminucién en el recuento de bacterias Gram negativas luego de 9 dias de
aplicacion, podria deberse a factores de competencia entre estas bacterias y bacterias
lacticas incorporadas, potenciando asi un efecto modulador de la microbiota presente.

il T2 T3 T4 TS T6

Tratamientos

Log (UFC/g)
. = N w H w (o)} ~ 00

M 1 hora post-aplicacion ~ ™9 dias post-aplicacién

Figura 3. Recuento de bacterias Gram negativas totales en suelo tratado con formulaciones
experimentales.
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La figura 4, indica y corrobora la presencia de cepas bacterianas pertenecientes al género
Lactobacillus desde muestras de suelo, flores y frutos en los diferentes tiempos de muestreo.
Los resultados se evidencian por los amplicones de aproximadamente 250pb visualizados
en geles de agarosa obtenidos por electroforesis. El cédigo T corresponde al tratamiento y ,
R a la replica.

Figura 4. Resultados PCR de cepas con primers especificos para la genero Lactobacillus.
Carriles: marcador de peso molecular (Kapa Universal DNA Ladder); 1 -2.- Suelo T4R1; 3.-
Control positivo Lactobacillus -; 4 a 8.- frutos Secos en plantas; 9.- flor basal; 10.- suelo basal
T2 R3; 11.- Control negativo; 12 a 14 suelo T3R1; 15.- suelo T1; 16.- flor T2; 17.- suelo T6.

A suvez, en el huerto “Los Nogales”, se efectué una toma de muestras de suelos no tratados
subyacentes a la zona de aplicacién de cada uno de los tratamientos experimentales,
resultados que fueron comparados a los obtenidos en recuentos microbiolégicos realizados
en suelos tratados con cada uno de los siguientes tratamientos: Tratamiento 1: Control
(agua), Tratamiento 2: Cepa AB9, Tratamiento 3: Cepa AB1B, Tratamiento 4: Mezcla de
cepas, Tratamiento 5: Control comercial en base a microalgas.

Los resultados que se resumen en la figura 5, indican que la aplicacién de cada uno de los
tratamientos basados en cepas acido lacticas, se manifiestan en un aumento significativo de
recuento de bacterias acido lacticas totales. Ademas se observé que en el tratamiento control
(agua), también existe un aumento de la cantidad de microbiota acido lactica, lo cual pudo
deberse a deriva al momento de la aplicacion o lo que podria ser mas interesante, una
ampliacién de la zona de colonizacién microbiolégica por éste tipo de bacteria. Es importante
notar ademas, que el tratamiento control comercial, fue el inico que mostré un descenso en
el recuento de bacterias acido lactico posterior a la aplicacion de éstas, lo cual puede
deberse a efectos inhibitorios ocasionados por algin componente de esta formulacion.

Se realizaron pruebas basicas de tincion gram y catalasa a las cepas aisladas en placas de
agar MRS adicionado con clicloheximida 2.5 mc/ml para inhibir el crecimiento de hongos. Se
encontrd que todas las cepas aisladas son catalasa negativo. La tincion gram se encontro
6/8 aislados gram positivo. Morfolégicamente todos fueron cocobacilos (Figura 6).

Informe técnico de avance
V14-06-05
Pag. 111



I3

Log(UFC/g suelo)
(o ) =) N w ES v (o)}

1

Control Cepa AB9 Cepa AB1B  Mezcla Control
(agua) cepas comercial

¥ No tratado ™ Tratado

Figura 5. Recuento de bacterias acido lacticas en suelos tratados y no tratados con
formulaciones experimentales en el huerto “Los Nogales” San Ignacio.

Figura 6. Tincién gram de los aislados bacterianos obtenidos desde muestras de suelo.
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Resultados PCR de cepas aisladas de suelo con primers especificos para género
Lactobacillus. Carriles: marcador de peso molecular (Kapa Universal DNA Ladder); 1.-
Control positivo Lactobacillus; 2.- Basal AB 9; 3.- Basal mezcla AB9 +AB1B; 4.- Control Agua
basal; 5.- T1 mezcla AB9 +AB1B; 6.- T1 AB 1B; 7.- Basal control comercial; 8.- T1 AB9; 9.-
T1 Control Agua; 10.- T1 control comercial; 11.- Basal AB 1B; 12.- Control negativo.

Conclusion.

De este analisis se puede concluir que existe un efecto modulador de las cepas lacticas con
las cuales fue tratado cada uno de los suelos, observado mayores recuentos luego de una
hora post-aplicacion, pero manteniéndose un efecto modulador por 9 dias, tiempo que fue
examinado en el estudio. Mediante analisis moleculares se puedo corroborar que las cepas
encontradas pertenecen al género bacteriano Lactobacillus. Ademas se puedo determinar
que la aplicacion de las formulaciones basadas en cepas acido lacticas se relaciona con un
mayor recuento de microorganismos luego de la aplicacién , incluso en zonas control solo
tratadas con agua, pero no asi en zonas donde se aplicé tratamiento comercial basado en
microalgas, formulacién que es probable inhibe la colonizacién de bacterias acido lacticas,
probablemente por algin componente de la formulacién.
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ANEXO 10.

EFECTO DE LOS DISTINTOS TRATAMIENTOS SOBRE POLINIZACION DE
ARANDANOS

Para poner a prueba el efecto de los tratamientos sobre la visita de polinizadores, se
realizaron 3 salidas a terrenos, donde por periodos de 20 minutos se contabilizé y registro
el nimero de visitas de polinizadores (abejas y abejorros) a 12 plantas de arandano por
tratamiento por vez.

Los tratamientos aplicados:

Tratamiento 1: AB9

Tratamiento 2: AB1B

Tratamiento 3: Agua

Tratamiento 4: Mezcla de cepas

Tratamiento 5: Quimico comercial.

Los resultados son: Se observa que el efecto del tratamiento varia dependiendo del tiempo
de aplicacion, en la primera medicion, no se observa un efecto significativo de los
tratamientos sobre el nimero de visitas de abejas ni de abejorros (Tabla 1).

Tabla 1. Prueba de Kruskal-Wallis entre tratamientos para el tiempo 1

Visitas abeja | Visitas abejorro
Chi-cuadrado 9,646 6,900
gl i 5 5
Sig. asintética ,086 ,228

Tabla 2. Prueba de Kruskal-Wallis entre tratamientos para el tiempo 2

Visitas abeja  Visitas abejorro

Chi-cuadrado 14,162 17,249
gl 5 ! 5
Sig. asintética ,015 ,004

En la segunda medicién, se observa un efecto significativo del tratamiento sobre el nimero
de visitas de abejas y el numero de visitas de abejorros (Tabla 2). El nimero de visitas de
abejas es significativamente mayor en el tratamiento AB9 que en los tratamientos AB1B (Z=
-2,918; v-p = 0,004), Agua (Z= -2,686; v-p=0,007), Mezcla de cepas (Z= -2,657; v-p=0,008),
Quimico comercial (Z=-2,108; v-p=0,035) y 6 (Z= -3,294; v-p=0,001) (figura 2). El nimero
de visitas de abejorros es significativamente mayor en el tratamiento AB9 que en los
tratamientos Agua (Z= -2,134; v-p=0,033) y Quimico comercial (Z= -2,134; v-p=0,033).
Adicionalmente, el numero de visitas de abejorros es significativamente mayor en el
tratamiento Mezcla de cepas que en los tratamientos AB1B (Z= -2,064; v-p=0,039), Agua
(Z=-3,023; v-p=0,003) y Quimico comercial (Z= -3,023; v-p=0,003) (figura 3).
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Figura 2. Polinizacion, expresada como visitas de abejas en cada tratamiento, en la segunda

medicion efectuada.
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Figura 3. Polinizacién, expresada como visitas de abejorros en cada tratamiento, en la

segunda medicion efectuada.
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En la tercera medicién, se observa un efecto significativo del tratamiento unicamente sobre
el numero de visitas de abejas (Tabla 3). El numero de visitas de abejas en el tratamiento
AB9 es significativamente mayor que en los tratamientos Agua (Z= -2,685; v-p=0,007),
Mezcla de cepas (Z= -2,195; v-p=0,028), y quimico comercial (Z= -2,916; v-p=0,002). Por
otra parte, el nimero de visitas de abejas en el tratamiento AB1B es significativamente mayor
que en los tratamientos agua (Z= -2,626; v-p=0,009), Quimico comercial (Z= -2,830; v-
p=0,005) (Fig. 4).

Tabla 3. Prueba de Kruskal-Wallis entre tratamientos para el tiempo 3.

Visitas abeja  Visitas abejorro

Chi-cuadrado 17,986 10,941

gl 5 5

Sig. asintética ,003 ,053
tiempo: 3

1207

1004

80
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d | T
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o T T 7 T
1 2 3 4

tratamiento

4

Barras de error: +- 1 SD

Figura 4. Polinizacion, expresada como visitas de abejas en cada tratamiento, en la tercera
medicion efectuada.

Por lo tanto, podemos concluir que la aplicacion de la cepa AB9 mejora significativamente
la atraccion de los polinizadores en las plantas de arandano.
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ANEXO 11.

EVALUACION DE PARAMETROS PRODUCTIVOS EN ARANDANOS CV. O’NEAL
COSECHADOS EN HUERTO SAN FLORENCIO, MONTEAGUILA.

Introduccion

Se evalud el crecimiento de arandanos cv. O'Neal cosechados en el Huertos San Florencio,
en la comuna de Monteaguila, Octava region.

Los frutos fueron tratados con los diversos tratamientos mediante aspersion

efectuada con moto bomba, estos se definen a continuacion:

T1 control: agua

T2 cepa AB1B: Suspension de biomasa deshidratada de la bacteria AB1B en una
concentraciéon de 10°-10° UFC/m.

T3 cepa AB9: Suspension de biomasa deshidratada de la bacteria AB9 en una
concentracién de 10°-10° UFC/m.

T4 cepa AB5B: Suspension de biomasa deshidratada de la bacteria AB5B en una
concentracién de 10°-10 UFC/m.

T5 fungicida organico: formulaciéon antifungica organica basada en quitina (0.45%
VIV).

T6 fungicida quimico: Formulacion fungicida comercial Bellis®, ingredientes activos
boscalid 25,2% y piraclostrobin 12.8%. basada en cobre, (0.1% p/).

En cada zona dispuesta aleatoriamente, se aplicé el correspondiente tratamiento, se hicieron
cuatro repeticiones en un disefio de bloques al azar.

b QD < X [ X |X X [X X X X | X X X
X, T80 el X i T X S A X 20 A8 X
K T2 TS X6 A2 f X (1S A XS4 ST X
X T A X (3 [ Te X ([2 [T6 X (ies [ (X
XX X | X |X XX X X X (X X X

Figura 1. Esquema de disposicién de los 6 tratamientos en huerto de arandanos tratado.
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Evaluacion de parametros productivos.

Muestras de frutos fueron recolectados y llevados al laboratorio en refrigeracién
para su posterior analisis.

Evaluacion de calibre.

La evaluacion del efecto del producto tecnolégico y tratamientos convencionales, se
efectud tomando 30 unidades de frutos por hilera, correspondientes a 120 frutos por
tratamiento, determinando el calibre de los frutos siguiendo las directrices de Protocolos de
Exportacién empleando un caliper Vernier manual.

Evaluacion de firmeza.

La evaluacion de la firmeza de los frutos se efectué tomando 30 unidades de frutos
por hilera, correspondientes a 120 frutos por tratamiento, determinando la firmeza de los
frutos siguiendo las directrices de Protocolos de Exportacién empleando un penetrometro
manual.

Evaluacion de capacidad antioxidante en arandanos tratados con formulacion
basada en cepas acido lacticas.

Mediante pruebas colorimétricas se analizd el contenido de antioxidantes en frutos. Se
analizaron muestras de frutos frescos de arandanos, los cuales en periodo de precosecha
fueron aplicados al menos dos veces con los siguientes tratamientos: T1 control agua, T2
Formulacion cepa AB1BUSS en una concentracion de 10° -108 UFC/ml., T3 Formulacién
cepa ABOUSS en una concentracién de 10° -10° UFC/ml., T4 formulaciéon antifiingica
organica basada en quitina (0.45% 10 v/v).

Resultados

La medicién de calibre efectuada el dia 06 de diciembre, demostré que todas las
formulaciones basadas en cepas lacticas, tratamientos AB1B, AB5B y AB9 alcanzaron
significativamente mayor calibre que los frutos tratados con suspensién control, e incluso un
calibre significativamente mayor a los frutos tratados con fungicida organico basado en
quitosano y fungicida comercial (figuras 2 y 3).
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Figura 2. Calibre medido en mms de arandanos colectados el 06 de Diciembre 2017 y
tratados con las distintas formulaciones.

Al transcurrir 9 dias de ensayo, correspondiente a la medicién de calibre efectuada el dia 15
de Diciembre, se observd que las formulaciones basadas en las cepas AB1B y AB9
aplicadas a los frutos, presentaron aun un calibre significativamente mayor que los frutos
empleados como control y tratados con agua. Adicionalmente, la formulacién basada en la
cepa AB5B logré calibres significativamente mayores que la formulacién fungicida comercial.

4 . 3 . . i o ;é .i‘
S o A Y 3 4 8 _f.,‘t

Figura 3. Frutos de arandanos tratados con cepa AB1B (tratamiento 2).
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Figura 4. Calibre medido en mms de arandanos colectados el 15 de Diciembre 2017 y
tratados con las distintas formulaciones.

Firmeza
En cuanto a la determinacién de firmeza en los frutos el dia 06 de diciembre, se pudo

determinar que la aplicacién de las formulaciones basadas en cepas lacticas resultaron en
frutos cuya firmeza fue semejante a la registrada para los frutos del grupo control solo tratado
con agua. Si se observd un desempefio mejorado en los frutos tratados con fungicida
organico basado en quitina. Este mostro significativamente mejor desempefio que el grupo
control negativo tratado con agua y que las tres formulaciones basadas en cepas lacticas.
Si bien la aplicacion de la cepa AB1B resulté en frutos con una firmeza semejante a los
pertenecientes al grupo control, la aplicacion de ésta, resulté en frutos significativamente
menos firmes que aquellos tratados con las otras dos formulaciones basadas en cepa acido
lacticas (frutos tratados con formulacién AB5B y AB9), y menor firmeza se obtuvo con esta
cepa en relacion a los frutos tratados con las formulacion fungica organica y comercial. Las
formulaciones basadas en las cepas AB5 y AB9, presentaron frutos significativamente
menos firmes que aquellos tratados con la formulacion fungicida organica.
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Figura 5. Firmeza medida determinada mediante un penetrometro en arandanos colectados
el 15 de Diciembre 2017 y tratados con las distintas formulaciones.

Al transcurrir 9 dias de ensayo, correspondiente a la medicion de firmeza efectuada el dia
15 de Diciembre, se pudo observar, que a modo general las tendencias se mantuvieron. Sin
embargo la formulaciéon basada en fungicida organico disminuyé su desempenfio, resultando
frutos significativamente mas firmes solo en relacién a la aplicacion de la formulacion basada
en la cepa AB1B.

La aplicacion de las formulaciones basadas en las cepas lacticas AB1B y AB9, resulté en
frutos significativamente menos firmes que aquellos del grupo control.
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Figura 6. Firmeza medida determinada mediante un penetrometro en arandanos colectados
el 15 de Diciembre 2017 y tratados con las distintas formulaciones.

Capacidad antioxidante.

Los resultados indicaron que los frutos tratados con la formulacién con la cepa AB9USS
presentaron mayor produccién de polifenoles totales en relacién a los cultivos de arandano
control tratados solo con agua. La mayor produccion de polifenoles totales en frutos tratados
con la formulacién basada en la cepa ABOUSS, se relaciona con mayores aportes de
antioxidantes en la dieta de los potenciales consumidores de estos frutos.
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Figura 7. Produccion de antioxidantes en arandanos tratados con las distintas
formulaciones.
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Conclusiones.

En relacion a la medicién de calibres, el analisis efectuado el dia 06 de diciembre, demostrd
que todas las formulaciones basadas en cepas lacticas, tratamientos AB1B, AB5B y AB9
alcanzaron significativamente mayor calibre que los frutos tratados con suspension control,
e incluso un calibre significativamente mayor a los frutos tratados con fungicida organico
basado en quitosano y fungicida comercial, resultado que muy significativo para este tipo de
industria.

En cuanto a la determinacion de firmeza en los frutos el dia 06 de diciembre, se pudo
determinar que la aplicacién de las formulaciones basadas en cepas lacticas resultaron en
frutos cuya firmeza fue semejante a la registrada para los frutos del grupo control solo tratado
con agua. Si se observé un desempefio mejorado en los frutos tratados con fungicida
organico basado en quitina. Este mostro significativamente mejor desempefo que el grupo
control negativo tratado con agua y que las tres formulaciones basadas en cepas lacticas.

ANEXO 12.

EVALUACION DE PARAMETROS PRODUCTIVOS EN PLANTARES DE ARANDANOS
VARIEDAD DIUC EN HUERTO “LOS NOGALES” SAN IGNACIO.

Preambulo.

La intervencién que se explica a continuacion, corresponde a un ensayo efectuado en el
huerto “Los Nogales” propiedad de don Sergio Sepulveda, quien nos permitié realizar
experimentacion en sus cultivos dado el alcance que podria tener este nuevo producto.

Diseno experimental.

En Septiembre del 2018, se efectud la primera aplicacion de tratamientos, con el fin de
efectuar un seguimiento de cultivares de arandano de la variedad Diuc, desde etapa de
floracion hasta post cosecha. El principal objetivo fue calcular parametros productivos en
frutos cosechados en relacion la aplicacion de productos comerciales, se evalué las distintas
formulaciones disefiadas en un contexto productivo regular, cuyas aplicaciones se ajustaran
al plan de manejo determinado en conjunto con el productor.

Las aplicaciénes efectuadas fueron hechas mediante aspersiéon con bomba manual de los
sgtes tratamientos, las cuales fueron repetidas periddicamente.
e T1 control: agua
e T2 cepa A: Suspension de biomasa deshidratada de la bacteria A en una
concentracion de 10°-10” UFC/ml.
e T3 cepa B: Suspensién de biomasa deshidratada de la bacteria B en una
concentracion de 10°-10” UFC/ml.
e T4 mezcla de cepa A y B: Suspensién de biomasa deshidratada de las bacterias A 'y
B en una concentracién final de 10°-10" UFC/m.
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e T5 Control comercial de referencia, Victoria X, Bioestimulante natural.

En cada zona dispuesta aleatoriamente se aplicé el correspondiente tratamiento, se hicieron
tres repeticiones en un disefio de bloques al azar.

Evaluacion de parametros productivos.

Muestras de frutos seran recolectados y llevados al laboratorio en refrigeracién para su
posterior analisis.

Evaluacion de calibre.

La evaluacion del efecto de las formulaciones disefiadas y tratamientos convencionales, se
efectuara tomando 30 unidades de frutos por hilera, correspondientes a 90 frutos por
tratamiento, determinando el calibre de los frutos siguiendo las directrices de Protocolos de
Exportacion empleando un caliper Vernier manual.

Evaluacion de firmeza.

La evaluacién de la firmeza de los frutos se efectuara tomando 30 unidades de frutos por
hilera, correspondientes a 90 frutos por tratamiento, determinando la firmeza de estos,
siguiendo las directrices de Protocolos de Exportacién empleando un caliper penetréometro
manual.

Resultados

Los resultados obtenidos en los monitoreos de calibre de los frutos tratados con las distintas
formulaciones en una primera cosecha, demostraron que la aplicacion de las cepas lacticas
por separado se relaciona con un mayor calibre en los frutos cosechados con respecto a
plantas tratadas solo con agua, sin embargo estos datos no fueron estadisticamente
significativos (figura 1). Si se observé diferencias estadisticamente significativas al comparar
el efecto en el calibre de los frutos tratados con las formualciones basadas en las cepas AB9
y AB1B, en relacién a la aplicacién del tratamiento comercial basado en microalgas. Pudimos
ademas evidenciar en estas muestras que la cepa AB9 se asocia con los mayores calibres
en relacion al grupo control tratado con agua (p=0.0553) y control comercial (p<0,0001). En
una segunda cosecha efectuada, no se observaron diferencias con relevancia estadistica al
aplicar las diversas formulaciones en relacién a los grupos control (figura 2).

Podriamos concluir que la aplicacién de la cepa AB9 se relaciona significativamente con
mayor calibre de frutos cosechados, especialmente al comparar con la aplicacién de un
producto comercial.

Los analisis de firmeza en la primera cosecha efectuada, relacionando el concepto a un fruto
de mayor calidad y estable en el tiempo, demostrd que los frutos tratados con la cepa AB1B
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fueron mas firmes (figura 3). Los frutos tratados con esta bacteria fueron estadisticamente
mas firmes que aquellos tratados con la cepa AB9, mezcla de cepas y ambos controles. La
aplicacion de la mezcla de cepas AB9 y AB1B de la misma forma mostrd resultados
promisorios en los frutos analizados, existiendo diferencias con significancia estadistica al
comparar la aplicacion de la mezcla en relacion al control negativo, no asi al control comercial
que mostré resultados bastante satisfactorios pero inferiores a la aplicacion de la cepa AB1B
y mezcla de bacterias lacticas. En la segunda cosecha efectuada, no se observaron las
mismas tendencias, encontradas en las muestras iniciales, lo cual pudo deberse a una

excesiva maduracion de los frutos (figura 4).

A modo de conclusién, podemos comentar que la aplicacion de la cepa AB1B otorga
claramente cualidades apetecidas en sistemas de produccién frutal, al ser la firmeza un
indicador de calidad y estabilidad en los frutos, lo cual asegura una conservacién mas
adecuada del producto. Sin embargo, es importante definir con exactitud la fecha de
cosecha, dado que es un periodo acotado que de no ser considerado genera produccion de
frutos excesivamente maduros, situacion que puede enmascarar efectos atribuibles a la
aplicacion de la formulacién microbioldgica.
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Figura 1. Calibre de frutos obtenidos en cosecha inicial de frutos de arandano en predio San
Ignacio el 29 de Noviembre 2018.
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Figura 2. Calibre de frutos obtenidos en cosecha inicial de frutos de arandano en predio
San Ignacio el 07 de Diciembre 2018.
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Figura 3. Firmeza de frutos obtenidos en cosecha inicial de frutos de arandano en predio
San Ignacio, el 29 de Noviembre 2018.
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Figura 4. Firmeza de frutos obtenidos en cosecha inicial de frutos de arandano en predio
San Ignacio, el 07 de Septiembre del 2018.
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ANEXO 13.

ENSAYOS EN FLORACION DE ARANDANOS Y EVALUACION DE BOTRITIS EN
TERRENO EN FUNDO “SAN FLORENCIO”, MONTEAGUILA.

Se efectud un ensayo en el fundo “San Florencio” en la Comuna de Monteaguila. Muestras
de flores fueron puestas en camara humeda (figura 1), y evaluadas luego de 7 dias.

El primer muestreo realizado el dia Miércoles 02 Agosto se realizé como muestra compuesta
de cada repeticién, es decir, se tomaron flores de cada repeticién sin diferenciar entre
tratamientos, ya que los tratamientos aun no habian sido aplicados.

El segundo muestreo realizado el dia Lunes 28 Agosto se realizdé diferenciando entre
tratamientos y sus respectivas repeticiones, tomando 15 flores por repeticion.

RESULTADOS

La tabla 1 y 2, muestran la presencia de los principales hongos desarrollados en cada
muestreo. Durante la evaluacion del primer muestreo se encontré principalmente Alternaria
y en menor cantidad Botrytis, también se identificaron otros hongos como Cladosporium,
Penicillium 'y otros que no pudieron ser identificados por ser micelio estéril. Flores necroticas
fueron observadas, pero sin presencia de micelio en 9,9% de las muestras.

Tabla 1. Incidencia por repeticién del experimento en Monte Aguila asociado al muestreo
previo a realizar la primera apiacién (02 de agosto de 2017)

2 50 6 37 2 0
3 41 16 18 3 1
4 40 4 22 3 3

Total RTINS T T TR T4

100% : 1919% e s 19’6% Sy

Informe técnico de avance
V14-06-05
Pag. 128



Figura 1. Evaluacién camara himeda de la rép
muestreo realizado el 02 de agosto de 2017.

Un aumento en la presencia de B. cinérea se ve reflejado en la evaluacion del segundo
muestreo, donde en promedio alcanz6 un 36,7% de las flores, seguido por Alternaria (23%
de las flores) y so6lo un 10% de flores sanas (tabla 2). Otros hongos que aparecieron en
menor cantidad como Cladosporium y Penicillium fueron observadas en 10% de las flores y
un 21% de flores necréticas fueron observadas, pero sin presencia de micelio (figura 3).

Del total de las 45 flores muestreadas de cada tratamiento se encontré menor incidencia de
B. cinerea en los tratamientos 2,3 y 6 (tratamiento con cepa AB1B, AB9 y fungicida quimico
“Bellis®” (figura 2).
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Tabla 2. Resultados en flores extraidas en segundo muestreo.

(Tratamiento | Repeticion | Total Flores | Total Sanas | Alternaria | Botryt
Control (agua) 1 15 2 4 6
Control (agua) 2 15 3 4 3
Control (agua) 3 15 1 3 10
Cepa AB1B 1 15 2 2 6
Cepa AB1B 2 15 0 3 6
Cepa AB1B 3 15 0 3 4
Cepa AB9 1 15 2 4 5
Cepa AB9 2 15 2 9 3
Cepa AB9 3 16 3 1 6
Cepa AB5B 1 15 0 5 4
Cepa AB5B 2 15 1 3 6
Cepa AB5B 3 16 0 3 8
Control (Quitosano) 1 15 0 2 7
Control (Quitosano) 2 15 0 3 9
Control (Quitosano) 8 15 2 3 4
Control (Cobre) 1 15 4 5 0
Control (Cobre) 2 15 1 4 4
Control (Cobre) 3 15 4 2 8
Total 270 10% 23,3% 36,6%
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Figura 2. Incidencia promedio de Botryfis cinerea observada por tratamiento.
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Figura 3. Hongos encontrados sobre las flores de arandano.A: Botrytis; C: Alternaria; C:
Cladosporium
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ANEXO 14.

EFECTO CONTROL DE TRATAMIENTOS BIOLOGICOS Y QUIMICO SOBRE LA
INCIDENCIA DE Botrytis EN FLORES DE ARANDANOS EN HUERTO ORGANICO.

Objetivo: Evaluar el efecto control de bacterias lacticas, Pseudomonas y agrocopper sobre

la incidencia natural de Botrytis cinerea.

METODOLOGIA

El experimento se realizd en un huerto productivo de arandanos organico, variedad O'Neal,

perteneciente a la Universidad de Concepcién, Campus Chillan. Se establecieron cinco
tratamientos (Tabla 1) con un disefio de bloques completo al azar, cada bloque fue
representado por la hilera donde fueron establecidos los siete tratamientos. La unidad

experimental consistié en 5 plantas de arandano.

Tabla 1. Tratamientos y concentraciones durante las aplicaciones.

Tratamiento Producto : Concentracion Concentracién
aplicacion 1 aplicacion 2

T Agua - -

T2 AB9 4,9X108 26X 10°

T3 AB1B Sin crecimiento 1,5 X 108

T4 AB9 + AB1B 1,6 X 108 2X108

T5 Agrocopper 1grL? 106"

La concentracion bacteriana se expresé en u.f.c. mL™

Los tratamientos fueron aplicados sobre la planta utilizando un volumen de 1 L por
tratamiento, es decir, 250 mL por unidad experimental. La aplicacién de los tratamientos fue
realizada en dos ocasiones, 10 de septiembre y 14 septiembre de 2018, utilizando un

atomizador manual de 1 L (Figura 1).
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Figura 1. Aplicacion de tratamientos sobre flores de arandano

EVALUACION

Se realizaron dos muestreos de flores, el primero de ellos 4 dias después de la primera

aplicacion (14 de septiembre de 2019) y el segundo muestreo se llevé a cabo 10 dias
después de la segunda aplicacion (24 de septiembre de 2019). Sesenta flores fueron puestas
dentro de camara humeda con el objetivo de estimular el crecimiento de los hongos
presentes en la flor. La camara humeda consistié en una bandeja de plastico conteniendo
papel humedecido esterilizado y una malla plastica desinfectada sobre la cual se dejaron las
flores para finalmente tapar la bandeja. Las muestras se dejaron a temperatura ambiente
durante 10 dias para luego ser evaluadas.

Se evalud la incidencia de hongos sobre las estructuras de la flor.

Las mediciones del porcentaje de incidencia de Botrytis fueron sometidas a un analisis de
varianza y se realizd una comparacion de medias mediante la prueba de diferencia minima
significativa LSD de Fisher (a=0,05).

RESULTADOS.

Las flores del primer muestreo (14 de septiembre de 2019), mostraron que la incidencia de

Botrytis no fue significativamente diferente entre los tratamientos (P > 0,05). Pese a que no
existieron diferencias significativas entre tratamientos se observé una tendencia de la cepa
AB9 (T2) y de la mezcla de AB9 y AB1B (T4) a disminuir la presencia de Botrytis sobre las
flores comparada con el tratamiento control. Los tratamientos con la cepa AB1B (T3) y
Agropper® (T7) no fueron diferentes del control (T1), aunque presentaron un leve mayor
porcentaje de Botrytis (Figura 2). La cepa AB1B (T3) presenté el menor efecto de control,

esto se puede asociar a que el liofilizado de la bacteria presentd bajos recuentos
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microbiolégicos. En la Figura 2 se muestra que el hongo mas recurrente fue Botrytis, seguido
de Alternaria y Cladosporium, los cuales no mostraron diferencias entre los tratamientos.

De acuerdo al establecimiento de los hongos sobre la flor, se pudo observar que B. cinerea
se establecié y afectd todas las estructuras de la flor; Alternaria, por su parte, afecto
principalmente sépalos y pétalos, mientras que los Cladosporium se limitaron a estructuras
internas de la flor tales como estambres y estigma, sin presentar, en la mayoria de los casos,

algun sintoma de necrosis sobre los sépalos de la flor.
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Figura 2. Incidencia de los principales géneros de hongos observados en flores de arandano
cv. O'Neal, obtenidos de un muestreo realizado el 14 de septiembre de 2018 en un huerto
organico en Chillan, Regién de Nuble.

Con las muestras obtenidas en el segundo muestreo, realizado el 24 de septiembre, el
porcentaje de flores con B. cinerea presenté diferencias significativas entre los tratamientos
(P = 0,022; Figura 3). Los tratamiento con las cepas acido lacticas, AB9 (T2), AB1B (T3),
fueron similares entre si, y similares al tratamiento control (T1), que correspondioé al control
absoluto. La cepa AB9 (T2) mostré una menor incidencia de Pudricion gris. Los tratamientos
con Agrocopper® (T5) y la mezcla de AB9 + AB1B (T4) fueron diferentes a los tratamientos

antes mencionados y presentaron los mayores porcentajes de incidencia por B. cinerea.
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Figura 3. Incidencia de Botrytis cinerea observada en flores de arandano cv. O’Neal,
obtenidos de un muestreo realizado el 24 de septiembre de 2018 en un huerto organico en
Chillan, Region de Nuble. Barras con letras diferentes son estadisticamente diferentes segtn
prueba de diferencias minimas significativas de Fischer (LSD) a un nivel alfa = 0,05.

CONCLUSIONES

La cepa de Lactobacillus AB9 (T2), aunque no diferente del control sélo tratado con agua
(T1), tuvo una mayor reducciéon de la incidencia de Botrytis en flores de arandano cuando
fue comparado con un control convencional en base de sulfato de cobre pentahidratado (T7;
Agrocopper®), en el experimento realizado en un huerto organico en Chillan.
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ANEXO 15
EVALUACION FORMULACIONES BASADAS EN CEPAS ACIDO LACTICAS SOBRE FLORES DE

ARANDANOS EN HUERTO LOS NOGALES , COMUNA DE SAN IGNACIO.

La evaluacion del efecto de los tratamientos biologicos a base de cepas de Lactobacillus
sobre flores de arandano se repiti6 en un huerto convencional de arandanos ubicado en la
comuna de San Ignacio, Regién de Nuble, para determinar la eficacia de estas cepas en el
control de Bofrytis cinerea. Los tratamientos fueron: Control (agua), formulaciones basadas
en las cepa acido lacticas AB1B, AB9 y mezcla de éstas, asi como un control comparativo
que consistié6 en Agrocooper. La evaluacion de las flores se realizdé en el Laboratorio de
Fitopatologia de la Universidad de Concepcidn, en base a un sistema ciego de tratamientos
que fue definido por colores. Los muestreos se realizaron el 01 de octubre y el 03 de octubre
de 2018, en consideracion a que se aplicaron los tratamientos posterior a una lluvia entre el
29 y 30 de septiembre, y se colectd un dia previo a un temporal importante que ocurrié a
partir del 04 de octubre, a fin de determinar la carga de inéculo antes de una lluvia que
dejaron los tratamientos biolégicos sobre flores de arandano. Del mismo modo, dado que
quedaba poca floracion se hicieron dos muestreos de 30 flores por repeticién y a fin de tener

una muestra mas representativa se hicieron dos set de incubaciéon en camara humeda.

Las muestras de flores que fueron recibidas el 01 de octubre no presentaron diferencias
significativas entre tratamientos para la incidencia de B. cinerea (P = 0,599; C.V. = 21,5;
Figura 4), asi tampoco para los otros hongos de los géneros recurrentes que fueron
identificados, como fueron Alternaria (P =0,317; C.V. = 24,5), Cladosporium (P = 0,451; C.V.
= 37,2) y Fusarium (P = 0,778; C.V. = 102,8) [Figura 4]. También se identificaron otros
hongos que en promedio para el experimento no superaron la infeccién del 2,2% de las flores
(Rango 0,0-5,6%; Figura 4). EIl hongo mas recurrente fue Botrytis cinerea, que en el
experimento se observd en el 43,4% de las flores, seguido de Cladosporium spp. en el
25,8%, Alternaria en el 16,7% y Fusarium en el 5,7% de las flores.
En cuanto a los tratamientos, aunque no hubo diferencias entre ellos, la mezcla de cepas
lacticas, tuvo el menor nivel de B. cinerea con 22,2 unidades porcentuales promedio menos
que el tratamiento control absoluto (agua), que tuvo la mayor expresion de este hongo
(54,4% de incidencia). La cepa AB1B, mostré 16,6 unidades porcentuales menos que el
tratamiento control, sin embargo la aplicacién de esta cepa, favorecié notoriamente el
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desarrollo de Cladosporium en las flores en esta mediciéon, ya que fue alrededor de 20
unidades porcentuales mayor a el resto de los tratamientos; mientras el Naranja incremento

en alrededor a 10 unidades porcentuales la frecuencia de Alternaria.

= 43,3

Incidencia (%)

Botrytis Alternaria Cladosporium Fusarium Otros hongos

Tratamientos

@ Control (Agua) B Control Positivo 0 Cepa AB1B M Mezcla cepas [ Cepa AB9

Figura 4. Incidencia de los principales géneros de hongos observados en flores de
arandano, obtenidos de un muestreo realizado el 01 de octubre de 2018 en un huerto
convencional en San Ignacio, Region de Nuble.

En la evaluaciéon del segundo muestreo, realizado el 03 de octubre tampoco se observaron
diferencias entre tratamientos para la incidencia de B. cinerea (P =0,743; C.V. = 11,8; Figura
5), y lo mismo fue observado para los otros hongos de los géneros recurrentes que fueron
identificados, como Alternaria (P = 0,557; C.V. = 23,1), Cladosporium (P = 0,167; C.V. =
21,0)y Fusarium (P =0,120; C.V. = 34,2) [Figura 5]. Otros hongos se mantuvieron a un nivel

bajo no superando el 2,4% de las flores del experimento (Figura 5).

En el caso de B. cinerea hubo un incremento en el nivel de infeccién de este fitopatégeno
de 5,4 unidades porcentuales con respecto a la evaluacion anterior, afectando al 48,8% de
las flores, mientras las infestaciones por Cladosporium bajaron en 6,9 unidades
porcentuales, y las infecciones por Alternaria y Fusarium se mantuvieron estables. En
cuanto a los tratamientos, el Tratamiento control (agua), mostré el menor nivel de infeccion
por B. cinerea, pero en general hubo en promedio una muy baja variacién entre los
tratamientos que en la evaluacion anterior (Figura 5). Por su parte, el tratamiento basado en
la cepa AB9, presentd alrededor de 10 unidades porcentuales menos de infecciéon por
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