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| I. Plan de trabajo

| 1 Antecedentes generales de la iniciativa

1.1. Nombre de la iniciativa

Desarrollo de un probidtico que fortalezca la produccion y calidad fruticola de la industria del
Arandano.

1.2. Sector, subsector, rubro y especie principal (si aplica), en que se enmarca la iniciativa

Sector Agricola

Subsector Frutales menores

Rubro Berries

Especie (si aplica)

1.3. Periodo de ejecucién de la iniciativa

Fecha inicio 01 de Marzo 2016

Fecha término 28 de Febrero 2019

Duracién (meses) 36

1.4.Lugar en el que se llevard a cabo la iniciativa

Region(es) » Regidn del Biobio
Provincia(s) Provincia de Concepcion
Comuna(s) Concepcion

1.5. Identificacién del ejecutor (completar Anexo 1).

Nombre completo o Universidad San Sebastian
razon social

Giro Educacioén

Rut

Nombre completo Hugo Sebastian Lavados Montes

representante legal
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1.6. Identificacién del o los asociados (completar Anexo 2 para cada asociado).

Asociado 1

razon social

Nombre completo o BerBerries SpA

Giro

Agroindustria y exportaciones

Rut

Nombre completo
representante legal

Marcela Jofré Miranda

1.7. Identificacion del

coordinador del proyecto (completar Anexo 3).

Nombre
completo

Erica Eliana Castro Inostroza

Teléfono

E-mail
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| 2.

Configuracion técnica de la iniciativa

2.1,

Resumen ejecutivo de la iniciativa
Sintetizar con claridad el problema y/u oportunidad, la soluciéon innovadora iniciativa, los
objetivos, resultados esperados, beneficiarios e impactos que se alcanzara en el sector
productivo y territorio donde se llevara a cabo la iniciativa.

Ameérica del norte (EEUU y Canadad) es la mayor productora mundial de arandanos cultivados,
con 223 millones de kg sobre una superficie de casi 44.000 ha. Chile esta situado en segundo
lugar, con algo mas de 13.000 ha y una produccién en torno a los 50 millones de kg, que
representa el 90% de la produccién de América del sur, cuya actividad se concentra en las
regiones del Maule y Biobio, representando en conjunto, cerca de 57% de la superficie nacional
(8.746 ha).

A pesar de las promisorias cifras econdmicas, variables no contraladas relacionadas al cultivo
de este fruto pueden afectar significativamente eventos claves en su génesis y crecimiento.
Particularmente, la proliferaciéon de hongos patégenos es causa de pérdidas devastadoras para
el ardndano y otros berries. La contaminacién flngica de frutas afecta el cultivo, cosecha,
manejo, transporte y almacenamiento posterior de los productos. Variadas medidas de manejo
para controlar la pudricién por microorganismos se emplean de forma habitual en la industria.
Sin embargo, el uso de altas concentraciones de insecticidas y otros agro-quimicos es lo
habitual. Si bien esta practica es eficiente en controlar plagas, contaminaciones vy
enfermedades, conllevan efectos nocivos sobre el producto, elmercado, recurso humano vy el
medio ambiente. Particularmente el ecosistema es alterado afectando aquellas especies de
insectos que proveen el servicio de polinizacién en la agricultura.

El uso indiscriminado de predios para actividades humanas y empleo de agro-quimicos han
sido sefialados como las dos razones claves de la presion hacia los polinizadores. La
produccion global de pesticidas se ha incrementado durante varias décadas y se predice un
aumento al doble para el afo2050, cercano a 10 millones de toneladas métricas. La
polinizacion es vital en la mantencion de especies vegetales y la vida humana, con una
valorizacién de billones de délares al afio, la cual se ha visto perjudicada por la desaparicion a
nivel mundial de abejas y otros polinizadores con repercusiones ecoldgicas y econdmicas. El
abejorro, principal polinizador de arandanos en nuestro pais, no es una excepcion y su
poblacién se encuentra sometida a una fuerte presién, lo cual incide directamente en la
produccién y calidad del fruto.

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 actividad anti fangica contra
fitopatégenos que afectan la industria del arandano, ej. Botrytys cinerea. Adicionalmente son
productoras de acido lactico como principal metabolito de fermentacién, el cual es considerado
un compuesto antimicrobiano y asociado con funciones de atraccion de insectos pecoreadores
y delimitacién de la zona de trabajo de éstos, haciendo mas eficiente el proceso de
polinizacién. Debido a la importancia de la polinizacién en ecosistemas agrarios, el contar con
microorganismos que puedan incrementar la tasa de polinizacién en arandanos, es un beneficio
importante a considerar.

BAL, y especificamente Lactobacillus spp. han sido asociados con la industria alimenticia
debido a la accion preservante del acido lactico, aumento de sabor, textura y nutricion, asi
como agente biocontrolador de microorganismos perjudiciales en frutos en etapa post-cosecha.
Es asi que planteamos que la formulacién propuesta, presentaria un efecto biocontrolador post-
cosecha, tal efecto se deberia a residuos del producto sobre los frutos, los cuales ejercerian un
rol_protector contra hongos y bacterias a un bajo costo. Nuestro equipo de investigacion
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propone el desarrollo de un probidtico a base de Lactobacillus spp. aislados de insectos
polinizadores y entorno silvestre, cuya implementacion favorecera la industria fruticola del
arandano, incrementando la tasa de polinizacion, previniendo enfermedades en plantaciones y
frutos, asegurando una mayor calidad y estabilidad post-cosecha de este berrie.

El desarrollo de la propuesta se contempla en la Region del Biobio, cuyos estudios de campo
se efectuaran en Monte Aguila, provincia de Biobio. Los beneficios del empleo de este producto
impactaran tanto al sector industrial como a la pequefia y mediana empresa, propiciando la
obtencién de un producto ambientalmente amigable, cuyas propiedades fomentaran una
mejora integral de la industria desde la génesis del fruto hasta la etapa post-cosecha. Asi, su
desarrollé impactara en el desarrollo biotecnolégico e la Regién del Biobio y fortalecera el
vinculo universidad/empresa.

2.2. Objetivos de la iniciativa
Los objetivos propuestos deben estar alineados con el problema y/u oportunidad planteado.
A continuacién indique cudl es el objetivo general y los objetivos especificos de la iniciativa.

2.2.1. QObjetivo general’
Desarrollar un preparado biotecnolégico y ambientaimente inocuo a base de una cepa
probidtica, con impacto sanitario y productivo en la industria del arandano.

2.2.2. Objetivos especificos?

N° Objetivos Especificos (OE)

1 Validar in vitro e in vivo la acciéon probidtica de las cepas seleccionadas sobre
aspectos productivos vy fitosanitarios del cultivo del arandano.

> Producir tecnolégicamente a escala piloto, un prototipo probidtico con potencial

comercial en la industria del arandano.

Validar en ensayos de campo el impacto del prototipo disefiado sobre aspectos
productivos y fitosanitarios del cultivo del arandano.

Disenar las bases del modelo de escalamiento y de transferencia del proceso
productivo y resultados obtenidos.

" El objetivo general debe dar respuesta a lo que se quiere lograr con la iniciativa. Se expresa con un verbo
que da cuenta de lo que se va a realizar.

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

Indicador de Resultados (IR)*
N° | N° | Resultado Esperado® Linea base del Meta del
OE | RE (RE) "::é?:;g;?' Formula de calculo® indicador” indicador® Fechrﬁ ;:f D
(situacion actual) | (situacion final)
1 1 | Obtencion de cepas Lactobacilo con N° cepas 0 3 30.07.16
con potencial rol resistencia y/o seleccionadas/ total
biotecnoldgico tolerancia a de cepas
condiciones investigadas
medioambientales.
2 | Pool de lactobacilos Lactobacilo con N° cepas con 0 1 30.07.16
con rol probidtico en accion sobre un capacidad
arandanos. fitopatégeno antipatdégena/
prevalente del fitopatdgenos
arandano. ensayados
3 Cepa probidtica para Lactobacilo con N° lactobacilos con 0 1 30.07.16
arandanos con estandares rango UE/total cepas
estandares europeos internacionales de investigadas
resistencia
antibiotica

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

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

SIndicar el nombre del indicador en forma sintética.

SExpresar el indicador con una férmula matematica.

"Completar con el valor que tiene el indicador al inicio de la iniciativa.

8Completar con el valor del indicador, al cual se espera llegar enla iniciativa.

°Indicar la fecha en la cual se alcanzara la meta del indicador de resultado.
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Indicador de Resultados (IR)*
IN%1E NP Resultado Esperado® i
OE | RE (RE) Homureagl Formula de célculo® Ll?r?gi(t:)aadsgr?el irl:/cli?ézgc)erls Epone mlcangs
indicador® L= ; e meta®
(situacion actual) | (situacion final)
2 il Produccién de biomasa Biomasa UFC/gr de 0 UFC/gr 10"8UFC/gr 30.03.17
estable que conserve probiética con biomasa seca al
sus propiedades minimo 10E8 y dia 90
argInaies. estable a 90 dias
de produccién
2 Partida productiva a Prototipo UFC/ml producto al 0 UFC/gr 10”8 UFC/gr 30.09.17
escala piloto de probidtico para dia 90
probidtico para arandanos estable
arandano. a 90 dias de
almacenaje.
3 Impregnacién del suelo Indice de UFC/m? 10" UFC/m? 10”4 UFC/m? 30.10.17
por la cepa probidtica. colonizacién del
suelo por la cepa
probidtica
8 |1 Polinizacién aumentada Indice de N° flores visitadas 3 5 30.01.19
en sembrados con polinizacién por polinizadores
probidtico X minuto una vez
a la semana/periodo
floracion arandano
2 Incremento en la Rendimiento del Ton/ha 7,8 8,0 30.01.19
produccion de cultivo de
arandanos tratados con | arandanos por ha
probidticos.
3 Bajo indice de Botritis a % pérdida de % g fruta no apta 10 6 30.09.18
nivel de campo arandanos por x 100) / kg fruta
infeccion apta
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Indicador de Resultados (IR)*

proyecto de
empaquetamiento
tecnoldgico

ingresado

N° | N° | Resultado Esperado® Linea base del Meta del
OE | RE (RE) hl‘:;’:; godr?' Férmula de calculo® indicador’ indicador3 Fech:: ;fgance
(situacién actual) | (situacion final)
4 Bajo indice de Botritix % pérdida de % g fruta no apta 8 4 30.09.18
en periodo de guarda arandanos por x 100) / kg fruta
infeccion apta
4 |1 Proteccién de los Patente de N° patente ingresada 0 1 28.02.19
resultados invencion INAPI

2 Produccion cientifica. Publicacion en N° publicaciones 0 1 28.2.19

Corriente
internacional.

3 Dias de campo para Eventos en N° de veces de 0 3 01.12.16
compartir resultados terreno para reuniones con 22.03.18
promisorios del compartir productores del rubro 23.01.19
producto, efecto en resultados
fruta de guarda y obtenidos con
resultados en la otros productores
cosecha y reproduccion del rubro.

4 Modelo de TT para Documento con Ndmero de 0 1 28.02.19
este proyecto. las bases del documentos con

modelo de estructura de
empaquetamiento modelo.
del prototipo
obtenido.
5 Postulacion a Cadigo proyecto 0 1 28.02.19
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2.4, Indicar los hitos criticos para la iniciativa

Un hito critico representa un logro o resultado importante en la evaluacion del cumplimiento de
distintas etapas y fases de la iniciativa, que son determinantes para la continuidad de ésta y el

aseguramiento de la obtencién de resultados esperados

Fecha de
Hitos criticos® Resultado Esperado!! (RE) cumplimiento
(mes y ano)
Cepa resistente a las condiciones de | Obtencién de cepas con potencial rol | 15.12.2017
cultivo del arandano. biotecnoldgico
Cepa con dos propiedades probitticas | Pool de lactobacilos con rol | 30.09.2017
para el cultivo del arandano. probidtico en arandanos
Cepa con perfil de resistencia a Cepa probiotica para arandanos con | 01.10.2016
antibiéticos autorizado por la UE estandares europeos.
Biomasa probidtica que conserve | Produccion de biomasa estable que | 28.03.2018
concentracion 10E8 UFC/gr y las | conserve sus propiedades originales.
propiedades de la cepa in vitro.
Modelo Costo Beneficio del uso del | Proyeccion econdmica del costo | 30.04.2017
producto disefiado beneficio del uso del producto
tecnolégico
Lote de producto estable a 90 dias y | Partida productiva a escala piloto de | 30.09.2017
con propiedades probidticas activas. probidtico para arandano.
Recuperacion de la cepa probidtica Impregnacion del suelo por la cepa | 30.10.2017
en un modelo de laboratorio de probidtica.
siembra de arandano en indice de
10E4 x m2.
Incremento de 30% de la polinizacién | Polinizacién aumentada en | 31.01.2019
en sembrados de arandano con sembrados con probidtico
probidtico
Incremento de 10% de la produccion Incremento en la produccién de 31.01.2019
de arandano respecto al control en un | ardndanos tratados con probiéticos
ensayo de campo empleando
probidtico.
Menos % arandanos infectados Disminucion de indice de afecciones | 31.10.2018
planta en sembrados de ardndano fitosanitarias
Una patente ingresada en el INAPI Proteccion de los resultados 15.02.2019

19Un hito representa haber conseguido un logro importante en la iniciativa, por lo que deben estar asociados a

los resultados de éste. El hecho de que el hito suceda, permite que otras tareas puedan llevarse a cabo.
Un hito puede estar asociado a uno o mas resultados esperados y/o a resultados intermedios.
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Una publicacién recepcionada por Produccion cientifica. 28.02.2018
una revista de corriente
internacional
Modelo de TT para este proyecto. 01.10.2016

Un proyecto de empaquetamiento
tecnoldgico esbozado para postular a
fondos de TT.
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2.5. Método
A continuacion describa los procedimientos, técnicas de trabajo y tecnologias que se
utilizaran para alcanzar cada uno de los objetivos especificos definidos en la iniciativa.
Adicionalmente, debe describir las metodologias y actividades iniciativas para difundir
los resultados a los actores vinculados a la tematica de la iniciativa (maximo 8.000
caracteres para cada uno).

2.5.1. Identifique y describa detalladamente los procedimientos, técnicas de trabajo y
tecnologias que se utilizaran para alcanzar cada uno de los objetivos especificos
definidos en la iniciativa

Método objetivo 1:

Trabajo adelantado:Nuestro equipo de investigacion ya dispone 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 accién benéfica. Las bacterias han sido identificadas molecularmente
mediante PCR (reaccién en cadena de la polimerasa), para ello se procedié a la activacion 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 realizé la extraccion de ADN y
posterior amplificacién 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 realizé la
extraccion de ADN a las colonias utilizando InstaGeneMatrix (BioRad). Para esto se tomaron
algunas colonias y se re suspendié en 1 ml de agua estéril, posteriormente se centrifugd a 12000
rpm y se elimind el sobrenadante. El pellet bacteriano fue re suspendido en 200 ul de
InstaGeneMatrix y se incubd 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 procedio 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 suspension de ADN a -20°C. La deteccién molecular se realizé6 mediante
la amplificacion de ADN cromosomal bacteriano, utilizando los partidores R16-1(16S) (5 -
CTTGTACACACCGCCCGTCA-3") y LbLMA1-rev (ITS) (5-CTCAAAACTAAACAAAGTTTC-3). Se
prepard una mezcla maestra de PCR calculada para 25 pl de reaccion que consistié en: buffer
PCR 1X; MgCI2 4mM; dNTP0.2mM; PrimerA1uM; PrimerB1uM; Taq0.25U; 9.25ul H20 y 1ul de
ADN. Para la visualizacion de los resultados, los productos PCR fueron sometidos a electroforesis
en gel de agarosa al 1,5%, pre tenido con GelRed® NucleicAcidStain (Biotium), durante 90 min a
80 volts.

De las 21 cepas sometidas a éste estudio (AB=6 y BN=15), todas pertenecen al género
Lactobacillus. A su vez, 5/15 aislados de bosque nativo son parte de este género bacteriano de
acuerdo a las prueba de identificacién molecular efectuadas, los resultados se evidencian por los
amplicones de aproximadamente 250pb visualizados en geles de agarosa obtenidos por
electroforesis.

Pruebas de antagonismo y antibacterianas: Se determinard propiedades antagonistas de
sobrenadantes de 21 cepas lacticas sobre micelios fungicos de fitopatégenos importantes para la
industria mediante el método de difusién en agar. Entre estos Botrytis cinerea, causante de
botritis, Fusicoccum putrefaciens agente etioldgico de cancro, Chondrostereum purpureum agente
etioldgico de plateado y Phytophthora spp. Sobrenadantes de cada cepa lactica sera obtenido
cultivando cada cepa en caldo MRS e incubando por 24 h a 37°C, la suspension microbiana sera
luego centrifugada a 4500 rpm por 10 minutos y filtrada por medio de membranas de 0.2 micras.
Para la interaccion, medio PDA fundido y tibio serd inoculado con las cepas fungicas. Una vez
solidificado el agar, a cada placa se le generard un bocado en el centro de 6 mm en el cual se
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depositara sobrenadantes de cada cepa lactica. Las placas (duplicado) seran luego incubadas a
27°C por 2 a 6 dias, el crecimiento del micelio serd medido en mm en placas tratadas y controles
y asi cuantificar el efecto antagénico.

Produccion cuantitativa de acido lactico: La propagacion de las bacterias lacticas se llevara a
cabo en cultivo estatico a 37 °C durante 10-12 horas, luego de ello se inoculara en el biorreactor.
El inéculo se prepara en dos matraces Erlenmeyer de 250 mL conteniendo en cada uno 100 mL
de medio de cultivo MRS (52,2 g/L). El biorreactor conteniendo dos litros de medio de cultivo se
inoculard asépticamente con 200 mL de indéculo y 2000 ml de medio de cultivo. Para
cuantificacion de acido lactico se determinara la concentracion de lactato mediante HPLC, las
muestras se colectaran cada 2 horas, el volumen minimo de muestra sera de 10 ml. Para la
realizacién del ensayo es necesario que las muestras colectadas sean filtradas a 0,2 micras. El
equipo HPLC estara provisto de un detector de indice de refraccion y conectado a una
computadora para la adquisicion de datos. Las concentraciones de lactato se calcularan
finalmente empleando curvas de calibracién determinadas previamente.

Adherencia de las cepas lacticas: Se investigara la hidrofobicidad de la superficie bacteriana de
las BAL empleando el método de particion en hidrocarburos descrito por Rosenberg et al. , y
modificado por Geertsema et al. . Se utilizaran tres diferentes disolventes hidréfobos:
hexadecano, xileno, y tolueno. De acuerdo a las caracteristicas hidréfobas de la superficie
bacteriana, las cepas se clasificaran en tres categorias: alta (71-100 %), medio (36-70 %) y baja
(0-35 %). Ademés se investigara la auto-agregacion, donde se utilizaran cultivos de las cepas
seleccionadas incubadas a 37°C por 12 horas en caldo MRS Merck®, se centrifugaran a 3700
rpm por 5 minutos y se descartara el sobrenadante. Posteriormente, la cepa sera lavada 2 veces
con buffer PBS estéril, luego se ajustara la densidad 6ptica a 0,6 + 0.05 DO en 3 ml de PBS
estéril en un espectrofotometro a una longitud de onda de 570nm. Se medira la DO inicial, luego
se incubara a 37°C sin agitacion y se realizaran mediciones durante 4 horas con intervalos de 1
hora; el indice de auto-agregacién (IC) se determinara con la siguiente férmula: IC = [1 — (DO final
/ DO inicial)] x 100. La misma escala descrita en el ensayo del método de particién de solventes
orgéanicos (MATH) se utilizara para determinar el grado de auto-agregacion.

Adhesién a proteinas de matriz extracelular es un requisito fundamental que cepas probidticas
puedan adherirse a sustratos, para poder asi colonizar y poder modular la microbiota del
hospedador, para luego expresar aquellas propiedades que le dan el atributo de microorganismos
benéficos o probidticos. La lignina es un componente proteico principal en células vegetales,
constituyente predominante en estructuras foliares, tallo y frutos. Esta proteina de matriz
extracelular se estudiara como sustrato base de un modelo de estudio de adhesién y colonizacion
bacteriana in vitro. Por éste motivo, se propone el estudio de adherencia de las cepas lacticas
aisladas a matrices de lignina de acuerdo a la metodologia descrita por Styriak&Ljungh (3). Para
esto, un volumen de 100 ul de solucion de proteina de matriz extracelular (100 pyg en 1 mi de
solvente Acido Acético 0,01 M), se sembraran en pocillos de placas de microtitulacion y seran
incubadas toda la noche a 4°C, las soluciones proteicas seran removidas y lospocillos seran
lavados tres veces con PBS. Se agregara 200 ul de albimina se suero de bovino (BSA) al 2 % en
PBS (previene union bacteriana no especifica) a cada pocillo. Se incubara por toda la noche a 4°
C, removera el BSA y lavara dos veces con PBS. Se agregara a cada pocillo 10ul de una solucién
bacteriana de 109 UFC/mI (0.11 a 0.12 625nm) se llevara a agitacion orbital por 2 horas a 37°C.
Las bacterias no adheridas seran eliminadas lavando tres veces con PBS. Las bacterias unidas
seran fijadas incubando por 20 min a 60°C y seran tefiidas con 95 pl de cristal violeta, se dejara
reposar por 45 min a temperatura ambiente. Luego, se lavara los pocillos 6 veces con 200 ul de
PBS, se agregara 100 pl de buffer citrato pH 4.3 (libera bacterias adheridas). Se dejara reposar
45 min a temperatura ambiente y se leerd en Lector ELISA a 570 nm y se calcularan los
promedios de 3 mediciones. Las cepas seran clasificadas como fuertemente adherente si (A570

Plan Operativo
Estudios y Proyectos de Innovaciéon en Agricultura Sustentable
13/44

=



| Ministerio de
Sk, Pl

Fundacisn para ia
innevacids Agraria

nm> 0,3), medianamente adherente (0,1 < A570 nm 2 0,3) o no adherente (A570 nm< 0,1)
(Stryiak et al., 2003).

Identificacién genética de las cepas 4acido lacticas seleccionadas a nivel de especie. La
identificacion de las cepas lacticas aisladas respecto a género ya estéa realizada. De acuerdo al
perfil de resultados de estas cepas en los ensayos realizados, éstas se identificaran hasta nivel de
especie mediante secuenciacion de gran parte del gen que codifica para la subunidad 16S
Ribosomal. Para esto, se efectuara la amplificaciéon con partidores universales para el gen 16S
Ribosomal para realizar la secuenciacién del amplificado y su posterior estudio bioinformatico
para definir la especie de la cepa aislada. Las cepas almacenadas en cepario seran incubadas en
caldo MRS e incubados a 37°C por 12 horas, posteriormente se centrifugaran a 3600 rpm por 4
minutos y el pellet celular se procesara en una solucién de lisis para extraer el ADN bacteriano.
Luego se procedera a preparar una master mix que contendra: 2ul de muestra, 2,5 ul de Buffer
PCR, 1 p de MgCI2, 5 pl de dNTPs 1 mM, 1,25 ul de cada primer y 0,1 unidades de Taq en 11,5yl
de agua libre de nucleasas. La amplificacion se llevara a cabo en un termociclador con los
siguientes programas Género Lactobacillussp.: 1 ciclo de 5 minutos a 950C; 35 ciclos de 1 minuto
a 950C; 30 segundos a 55°C; 1 minutos a 720C; 1 ciclo de 10 minutos a 720C. Gen 16s
Ribosomal: 1 ciclo de 5 minutos a 950C; 35 ciclos de 1 minuto a 950C; 1 minuto a 48,5 oC; 1
minutos a 720C; 1 ciclo de 10 minutos a 720C. Electroforesis en gel de agarosa: 10 ul obtenido
del producto PCR se sembrara en gel de agarosa al 2%, preparado con buffer TAE 1X 'y 10mg por
litro de bromuro de etidio; se aplicara un corriente de 80 voltios en una cubeta para electroforesis
durante 1 hora, luego el gel se fotografiara bajo luz UV. A partir de la electroforesis de la
amplificacion del gen 16s Ribosomal se procedera a purificar el ADN y enviar una porcion del
amplificado a secuenciacion masiva de ADN, una vez obtenidos los resultados utilizando
herramientas bioinformaticas se realizara la corroboracién e identificaciéon a nivel de especie de
los aislados.

Produccién de perdxido de hidrogeno. Para la determinacion de perdxido de hidrogeno de las BAL
(bacterias acido lacticas) se utilizara el protocolo descrito por Felten et al., 1999(1). Las cepas
lacticas seran 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 (Sigma). Luego, seran incubadas en
condiciones de microaerofilia durante 48 horas. Posteriormente, las placas seran expuestas al
aire. La identificacion de bacterias productoras de H202 se realizara después de la incubacion, lo
que se evidenciara por la formacién de pigmentos azules alrededor de las colonias, se
consideraran dos categorias: no productora y productora de H202. Para determinar la naturaleza
de la inhibicién, las cepas lacticas que presenten accién inhibitoria sobre los patdgenos
evaluados, seran sometidas a neutralizacion del acido lactico y peréxido de hidrogeno. Para esto,
las cepas lacticas seran centrifugadas y el sobrenadante sera filtrado con un filtro 0.2um, Minisart.
Posteriormente, se adicionara NaOH 8M y asi neutralizar el contenido &cido, ajustando a pH 7 y
se adicionara catalasa para neutralizar el contenido de peroxido de hidrégeno presente en la
muestra. De ésta forma, de persistir la actividad antagénica de las cepas lacticas se deduce que
la sustancia antimicrobiana es de tipo proteica, especificamente una bacteriocina.

Pruebas de Tolerancia de las cepas lacticas. Se investigara la tolerancia a pH, evaluando el
comportamiento frente a diferentes lecturas de pH (3.0, 4.0, 5.0 y 7.0) en 3 ml de caldo MRS,
mediante la adicién de HCI 1N y lectura por medio de potenciémetro. Los caldos estériles, seran
inoculados con un cultivo axénico y fresco de cada uno de las cepas aisladas, hasta conseguir
una turbidez del 0.5 de la escala de Mc Farland (1-2 x 108 UFC/ml). Los caldos se incubaran a
37°C, por 2h y 4h, se realizaran siembras sobre agar MRS, que seran incubadas a 37°C en
condiciones de microaerofilia. Las cepas resistentes al pH 3.0 por 4h, se les realizara un recuento
en superficie para cuantificar las UFC/ml. Pruebas de susceptibilidad antibiética. Se utilizara el
método E-test (ABBiodisk) de acuerdo a las instrucciones del fabricante para asi evaluar la
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susceptibilidad antibiética de las cepas 4cido lacticas seleccionadas para el proyecto. Desde una
suspension bacteriana con una densidad McFarland 1.0 en solucién salina al 0,9%, se tomara una
alicuota de cada cepa con una térula estéril, y se diseminara 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), a pH final de 6.7 (Klare et al. 2005). Luego se colocaran las tiras E-test
sobre las placas, las que se incubaran por 48 horas a 37°C en microaerofilia. El punto de corte
para cada antibidtico, se definirdA como la menor concentracion antibidtica para la cual no se
observe desarrollo bacteriano. La susceptibilidad de una cepa a un antibiético sera definida como
la concentracién minima inhibitoria (CMI) en ug/mi.

Método objetivo 2:

Diseiio del proceso productivo de biomasa de las cepas probiéticas seleccionadas a escala
de laboratorio.Se desarrollaran estudios cinéticos del crecimiento de las 21 cepas acido lacticas
previamenteseleccionadas bajo distintas condiciones operativas, seleccionando y caracterizando
el sustrato mas adecuado para su produccion. Se considera iniciar el estudio empleando un
medio de cultivo a base de derivados desuero de queso desarrollado en un proyecto FONDEF
cuya patente ingresada fue la N°1940-2005, que tiene la gran ventaja de tener un precio
equivalente a la décima parte de un medio comercial especialmente formulado para
Lactobacillussp. (Medio LBS). Se tiene prevista la utilizacion de un medio de cultivo a base de
derivados de suero de queso (Patente ingresada N°1940-2005) para los estudios cinéticos de la o
las bacterias seleccionadas. Una vez optimizada la etapa de produccion de las cepas acido
lacticas, se desarrollaran ensayos de concentracion del producto utilizando centrifugacion y
membranas de microfiltracion, analizando las variables de proceso que permitan optimizar el
desempeno del equipo (presion transmembrana, temperatura, pH, velocidad tangencial) y secado
(spray / fluidizado/rotatorio a vacio/ liofilizacién) de productos a escala de laboratorio con la
finalidad de obtener la maxima concentracion de bacterias por gramo de producto seco. Se
evaluard ademas la alternativa de concentrar el producto mediante evaporacion al vacio,
analizando también las variables de proceso que permitan optimizar el desempeno del equipo
(temperatura y presion de vacio, grado de agitacién del producto).Los resultados obtenidos a
escala de laboratorio constituirdn la base para realizar el escalamiento del proceso productivo.

Desarrollo de un proceso de fabricaciéon del preparado en polvo: Se ensayaran distintas
técnicas de secado de tal forma de evaluar con cual de éstas se obtiene la mejor estabilidad y por
consiguiente un producto o prototipo mas estable. Se considera el estudio de distintas formas de
secado tales como: secado por atomizacion, secado por fluidizaciéon y secado rotatorio a vacio,
evaluando y seleccionando la alternativa técnica-econdmica mas factible que asegure la mayor
concentracion y viabilidad de las células en el tiempo, sin perder sus caracteristicas probioticas
originales (estudio de variables de proceso tales como temperatura de secado, presion de
operacién, campos de velocidades, distribuciones de tamanos, tipo de agente secante, entre
otras).

Evaluacién de la viabilidad del prototipo formulado:Una vez evaluado el secado de la cepa
con diferentes medio de proteccion (ST = secado con medio protector tradicional, SH = secado
con medio protector con harina de topinambur y SFOS = secado con medio protector con extracto
de fructo-oligosacaridos), los productossecosse dispondran en bolsas selladas al vacio, rotulados
y almacenados a 4°C, temperatura ambiente y 37°C, ya que la temperatura juega un papel
importante en la viabilidad de la biomasa, asi como las caracteristicas bioquimicas de la cepa
para verificar que no han sido alteradas. Estos ensayos se realizaran a tiempo 0, 30, 60 y 90 dias.

Estas actividades se realizaran en la USS, ya que se encuentran las capacidades técnicas.
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Evaluacion in vivo del potencial de accion del formulado probidtico sobre aspectos productivos y
fitosanitarios del arandano:

1.- Evaluacion de inocuidad in vivo del prototipo. Dado que los frutos tratados con el
probidtico seran consumidos finalmente por humanos, se encargara el estudio de inocuidad de
la cepa seleccionada.Efecto de la cepa seleccionada sobre producciéon de citoquinas
producidas por células mononucleares de sangre periférica humana. La evaluacién de
inocuidad es vital para validar y conseguir aprobacion de ingreso a mercados extranjeros quienes
velan por la seguridad alimentaria de la poblacion. Si se logra demostrar un beneficio para el
consumidor final seria un plus a la produccién nacional, principalmente para mercados como el
europeo en el cual aprecian bastante los productos funcionales. Obtencién de
homogenizadoproteico soluble.El cultivo bacteriano (10%fc/ml) sera centrifugado a 6000g por 8
minutos en centrifuga Eppendorf 5810R, el pellets sera resuspendido en Buffer fosfato salino
(PBS) 10mM; pH 7,4, luego de 3 lavados, se llevara a volumen final de 35 mL, para someterlas a
ruptura mecanica en prensa FRENCH (1000 psi). Una vez obtenido el homogenizado, éste sera
centrifugado a 10000g por 15 minutos a 4°C, en centrifuga Eppendorf 5403, guardando el
sobrenadante a -20°C. Para determinar qué fraccién proteica es la involucrada en los efectos
encontrados (trabajo adelantado), el HPS sera sometido a fraccionamiento mediante
concentradores Amicon y purificacion parcial por método AFPL
(Fastliquidproteinchromatography).Cuantificacion de proteinas de homogenizado soluble de
Lactobacillusspp.La cuantificacion de proteinas totales en se realizara mediante el método de
Bradford (BioRad®). La curva estandar sera realizada con BSA 200 pg/mL a una longitud de onda
de 595 nm. Obtencién separacion de células mononucleares de sangre periférica (CMNSP).
Se obtendra sangre de pacientes (n = 20) con indice de masa dentro de lo normal, desde vena
periférica y se colocara en tubos Falcon de 50 mL estériles, previamente preparados con heparina
50 U/mL y PBS 10 mM pH 7,4 (PBSH).La separacion se realizara con reactivo Histopaque®-1077
(Sigma) en camara de flujo laminar. La suspensién de sangre/PBSH/Histopaque sera centrifugada
a 400g por 30 minutos a temperatura ambiente. Se extraera el anillo de la interfase que
corresponde a las CMNSP. Para eliminar el exceso de Histopaque®-1077, las células seran
lavadas con PBS heparinizado estéril a 1800 rpm por 5 minutos. El tercer lavado se efectuara con
medio RPMI 1640 Hy Clone® + 25mM HEPES,+ L-glutamina; centrifugando 400g por 5 minutos y
luego se eliminara todo el sobrenadante para posteriormente resuspender en aproximadamente 3
a 5 mL de medio RPMI 1640 a temperatura ambiente. Se procedera al recuento y viabilidad
celular, tomando una muestra de las CMNSPH vy colorante azul de tripan. Cultivo de células
mononucleares de sangre periférica.Se sembraran 100 uL por pocillo, en placas de cultivo, a
una concentracién de 500.000 células/mL y se dejaran reposar en medio RPMI 1640 (con 25mM
Hepes y 2mM L-glutamina, HyClone), en condiciones de 37,0°C, 5% CO2 y 95% humedad. A las
18 horas de sembradas se quitara sobrenadante (50uL) y se adicionard HPS de L. salivarius
ampliando el rango de concentracion de la (desde 200 hasta 500 pg/mL).Se completara a
volumen (100 uL/pocillo) con medio RPMI 1640, complementado con antibiético y antimicético en
solucién 1x (10,000 U/mL Penicilina, 10,000 pg/mL Estreptomicina, 25ug/mLAmfotericina B), 2
mercaptoetanol 0,001 uL y Suero fetal de ternera inactivado a 56°C por 30 minutos. Todos los
cultivos se realizaran a 37°C, 5% CO2 y 95% humedad. Cuantificacion de citoquinas. A las 70
horas aproximadamente de iniciado el cultivo se extraeran los sobrenadantes de cada pocillo, los
cuales se centrifugaran a 410 g por 10 minutos a 4°C y seran guardados a -20°C. Mediante ELISA
Sandwich (eBioscience), se obtendra la concentracién de las citoquinas proinflamatorias IL-6,
TNF-a, IL-1B y la citoquina IL-10.Ademas, se desarrollara un modelo animal con ratones
BALB/c sanos, para determinar la existencia o ausencia de interacciones adversas en el
hospedador. También se evaluara la permanencia de la cepa en el tracto digestivo, su capacidad
de inmunomodulacién y seguridad para los animales. Se seguiran los protocolos empleados en el
marco del Proyecto Innova Chile 09CAVC- 6955.
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Estas actividades se desarrollaran en dependencias de la USS y apoyados por la asesoria técnica
de la Prof. Margarita Gonzalez del Laboratorio de Bioquimica Clinica de la Universidad de
Concepcidén, con quien se han desarrollado todos los proyectos I&D en el area de probidticos
adjudicados por este equipo de investigacion.

2.- Estudio microbiolégico de suelo tratado con prototipo biotecnolégico. Se determinara la
viabilidad, estabilidad y modulacién de la microbiota de suelo tratado con el prototipo de la
formulacion biotecnoldgica en relacion a una superficie control. Biomasa bacteriana del prototipo
biotecnoldgico en concentraciones de 107, 108, y 109 UFC/g, seran suspendidas en 1L de agua a
una concentracién del 5% (p/v). Luego cada suspensién serd nuevamente mezclada en agua para
obtener una concentracion final de 103, 104 y 105 UFC/ml. Las distintas suspensiones seran
inmediatamente aplicadas con nebulizadora en la superficie (1m2) de suelo empleado para
plantacion de arandanos en triplicado, junto con un control triplicado solo nebulizado con agua.
Posteriormente se realizaran recuentos microbioldgicos a tiempo 0 (monitoreo basal), al dia 1, 3,
5, 8, 12 y 16. Para esto, en condiciones estériles (trabajar en campana de flujo laminar), se
adicionara 1 g del suelo a un matraz con tapa rosca con 99 ml de solucién salina isotonica estéril.
La muestra de suelo sera segregada y homogeneizada con agitacién vigorosa empleando vortex.
Se tomara 1 ml de la suspension, el cual sera transferirlo a un tubo con 9 ml de solucion salina
para diluir seriadamente, se sembrara 50 ul en cada medio agarizado. Se incubara las placas a
30°C en ausencia de luz por 3 a 7 dias. Bacterias lacticas seran cuantificadas en agar MRS,
Gram negativos seran cuantificados en agar tripticasa de soya, hongos seran cuantificados en
agar Sabouraud provisto de cloranfenicol. Se medird pH, conductividad eléctrica y contenido
materia organica.

Proteccion de frutos sobre la incidencia de fitopatégenos fungicos en etapa post-
cosecha.Cepas fungicas fitopatogenas (Botrytis cinerea, causante de botritis, Fusicoccum
putrefaciens agente etiolégico de cancro, Chondrostereum purpureum agente etioldgico de
plateado y Phytophthora spp.).Seran reconstituidas en caldo y agar PDA, conidias de estos seran
producidas en agar V-8, cultivando a 24 horas por 7 a 10 dias, se obtendra una suspension de
104 conidias (esporas), por medio de lectura de densidad Optica. Arandanos seran obtenidos
desde la empresa Berberries y almacenados temporalmente en atmésfera no controlada. El
producto biotecnoldgico serd suspendido en agua de acuerdo a especificaciones definidas
experimentalmente que forman parte de las etapas previas de este proyecto. En el laboratorio, los
frutos seran desinfectados por inmersién en solucién desinfectante al 10%, (5% hipoclorito de
sodio y 0,01% tween 20), por 20 minutos y enjuagados en agua destilada estéril por 4 minutos.
Los frutos previamente desinfectados secos, seran perforados con agujas estériles (5 mm
diametro y 5 mm de profundidad) y depositados en bandejas de plumavit y recubiertas
temporalmente con una pelicula plastica. Suspensiones de conidias (20 ul) seran inoculadas en
las perforaciones, el producto tecnologico sera aplicado por aspersion directa sobre los frutos en
cultivo y en etapa post-cosecha. De esta forma se conformaran los siguientes grupos
experimentales.

A) Frutos desinfectados, perforados, inoculados con fitopatdgenos y tratados con
producto tecnoldgico en etapa post-cosecha.

B) Frutos desinfectados, perforados, inoculados con fitopatdgenos y tratados solo con
agua en etapa post-cosecha.

C) Frutos desinfectados, inoculados con fitopatégenos y tratados con producto
tecnoldgico en etapa post-cosecha.
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D) Frutos desinfectados, inoculados con fitopatdgenos y tratados solo con agua en etapa
post- cosecha.

El experimento sera llevado a cabo de acuerdo a un esquema aleatorio con tres replicas, 5 frutos
(8 perforaciones) seran aplicadas. Una vez tratados los frutos seran incubados a 22-24°C con un
85% de humedad relativa. La incidencia de enfermedad se determinara como % de frutos con
indicios de pudricion. Las evaluaciones se realizaran al dia 0, 10, 20, 25, 30, 35, 40 y 45 dias,
considerando que al mercado chino se estima al menos 33 dias de viaje de las partidas.

Método objetivo 3: Validar en ensayos de campo el impacto del prototipo diseiiado sobre
aspectos

Los ensayos en terreno evaluaran el efecto del preparado biotecnoldgico en aspectos productivos
asociados al cultivo del arandano. El ensayo se realizara en un huerto de arandano de la empresa
Agricola Berberrie, ubicado Camino La Mancha, Km 2, Monte Aguila, Regién del Biobio. Los
ensayos se realizaran en las variedades Brightwell, Rabbiteye Blueberries, Tifblue y O’Neal. Se
ha considerado el apoyo del especialista en patologia vegetal, Ingeniero Agrénomo, PhD en el
area, Dr. Ernesto Moya Elizondo, y los analisis de las muestras se realizaran en el Laboratorio de
Citopatologia Vegetal de la UdeC.

Efectividad de aplicaciones foliares del producto biotecnolégico formulado sobre la atraccién de
polinizadores en flor arandano. (Efecto en polinizacién). La formulaciéon tecnoldégica con una
concentracion de 109 UFC/g sera suspendida en un volumen de 10L a una concentracién 5%
(p/v). Se aplicaréa via foliar con nebulizadora, cuya aplicaciéon seréd de 1500 L/ha de solucion. La
superficie total se dividira en dos sectores, un sector tratado con el formulado tecnoldgico y otro
sector control. En cuanto a la aplicacion, se efectuard una primera aplicacion del formulado
biotecnoldgico en dosis de 7 L/ha en estado fenoldgico de botén hinchado y una repeticién 2 dias
después con la misma cantidad de producto. La evaluacion del ensayo consistira en determinar el
nimero de visitas de los insectos a las flores, calibre de los frutos, produccién de frutos,
rendimiento por hectarea. Se calcularan pruebas estadisticas para determinar diferencias
significativas entre tratamientos. Para evaluar la polinizacion, se ocuparan Bombus terrestris y se
instalarda una familia de esta especie en cada sector. Ademas, para evaluar objetivamente las
veces que los insectos se acercaran a las flores, se instalara una camara vigilante para realizar el
recuento. Se medira el efecto de la polinizacién en el calibre del fruto. Para esto se tomaran 50
frutos en cada tratamiento sefalado ya sea, tratado con producto tecnolégico o control y se
mediran de acuerdo al protocolo de exportaciéon sefaladas por el Comité de Arandano. Las
pruebas se realizaran desde el inicio del periodo de floracion hasta que finalice este periodo, el
que en general alcanza a los 45 dias, pero con el cambio climatico observado e los Ultimos afos,
ésta ha presentado algunas variaciones tendientes a prolongarse en los Ultimos afios. El ensayo
se realizara en cada variedad senalada anteriormente desde las plantaciones de 2016. Los datos
se vaciaran a una planilla tipo. Se realizaran tres repeticiones.

Efecto protector de aplicaciones foliares del producto biotecnolégico formulado frente a
enfermedades de la _madera o tallo del arandano. La formulacién tecnoldgica con una
concentracién de 109 UFC/g sera suspendida en un volumen de 10L a una concentraciéon 5%
(p/v). Se aplicaréa via foliar con nebulizadora, cuya aplicacién sera de 1500 L/ha de solucion. La
superficie total se dividird en dos sectores, un sector tratado con el formulado tecnoldgico y otro
sector control. En cuanto a la aplicacion, se efectuard una primera aplicacion del formulado
biotecnoldgico en dosis de 7 L/ha en estado fenoldgico de botdn hinchado y una repeticion 2 dias
después con la misma cantidad de producto. La evaluacién del ensayo consistira en evaluar el
efecto protector del preparado biotecnolégico en la aparicion de tallos enfermos. Primeramente se
comparara el efecto del producto biotecnolégico en plantas enfermas y vecinas durante la etapa
previa a la caida de hojas y poda, asi como en plantas que presenten yemas hinchadas en
primavera en relacién a un fungicida/bactericida comercial compuesto por: quitosano 1.8% p/v,
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nitrogeno 0.5% p/v; ion cuprico 500 ppm y grupo control negativo. La aplicacion de los distintos
tratamientos se efectuara en T1, una vez y en T2 por 3 veces. Ademas se evaluara y comparara
el efecto del producto probiético en plantas enfermas y vecinas durante la etapa de caida de hojas
y en plantas con yemas hinchadas en primavera en relacién al producto Cuprodul (Oxido Cuproso
600g/Kg). La aplicacién de los distintos tratamientos se efectuara en T1, una vez y en T2 por tres
veces.

En cuanto a la evaluacion de los efectos de todos los tratamientos, se debe tener en cuenta
que el control fitosanitario de estas enfermedades, constara de varias etapas. “Los primeros
sintomas se detectan generalmente en el verano, momento en que se debe dimensionar y
cuantificar la magnitud del ataque. Se debe marcar de alguna forma la planta para tener una idea
del grado de evoluciéon de la enfermedad. La respuesta de si el control es efectivo o no la
tendremos la temporada siguiente, cuando se realice nuevamente el recuento de las plantas
enfermas. La evaluacion en terreno consistira en hacer recuentos de ramillas infectadas durante
el verano. Los parametros de evaluacion a considerar seran:

Calidad del fruto. Se evaluara la calidad del fruto obtenido y tratado con el producto
biotecnoldgico en relacién a la aplicaciéon de métodos de fertilizacion foliar convencional por
aspersion, en parametros productivos de relevancia para la industria:

a. Evaluacién de calibre. En una primera instancia se comparara el efecto del fertilizante A
compuesto por: quitosano 1.8% p/v; quitina 0.2% p/v; ion Calcio1.2% p/v; lon Potasio1.0% p/v;
Magnesio 0.6% p/v; Fésforo 1.8% p/v; nitrégeno 14.0% p/v, durante inicio de brotacién, repitiendo
la aplicacion durante la cuaja del fruto. Y un fertilizante B, Solubor + BasfoliarKelp SL (Dosis
PC/ha-Kg/L: 0,6 - 0,75 1,5 - 2), aplicado durante el inicio de floraciéon a plena floracion por
aspersién. La evaluacién del efecto del productotecnoldgico y tratamientos convencionales, se
efectuara tomando 50 frutos en cada caso, midiendo diametro de los frutos de acuerdo a
Protocolo de Exportacion.

b. Evaluacién de firmeza.Se comparara el efecto del fertilizante A, compuesto por quitosano
1.8% p/v; quitina 0.2% p/v; ién Calcio1.2% p/v; lon Potasio1.0% p/v; Magnesio 0.6% p/v; Fésforo
1.8% p/v; nitrdgeno 14.0% p/v, durante inicio de brotacion, repitiendo la aplicacion durante la
cuaja del fruto. Y un fertilizante BDefender calcio (378 g/ha/aplicacion; 2 Lt/ha), aplicado durante
el inicio de floracion a plena floracion por aspersion. La evaluacion del efecto del producto
tecnologico y tratamientos convencionales, se efectuara tomando 50 frutos en cada caso,
midiendo resistencia a presion por medio de un presionémetro en una muestra estadisticamente
representativa, durante la etapa de cosecha.

c. Evaluacién de peso.Se comparara el efecto del fertilizante A, compuesto por quitosano 1.8%
p/v; quitina 0.2% p/v; i6n Calcio1.2% p/v; lon Potasio1.0% p/v; Magnesio 0.6% p/v; Fésforo 1.8%
p/v; nitrogeno 14.0% p/v, durante inicio de brotacién, repitiendo la aplicacion durante la cuaja del
fruto. Y un fertilizante B, BOROCAL (143 g/ha), aplicado durante el inicio de floracion a plena
floracién por aspersion. La evaluacién del efecto del producto tecnolégico y tratamientos
convencionales, se efectuara tomando 50 frutos en cada caso, determinando el peso en gramos y
promedios en una muestra estadisticamente representativa, durante la etapa de cosecha.

d. Evaluacion de sélidos solubles totales. Se comparara el efecto del fertilizante A,
compuesto por quitosano 1.8% p/v; quitina 0.2% p/v; i6n Calcio1.2% p/v; lon Potasiol1.0% p/v;
Magnesio 0.6% p/v; Fésforo 1.8% p/v; nitrdgeno 14.0% p/v, durante inicio de brotacion, repitiendo
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la aplicacién durante la cuaja del fruto. Y un fertilizante B, DEFENDER CALCIO (378
g/ha/aplicacion; 2 Lt/ha), aplicado durante el inicio de floracion a plena floracion por aspersion. La
evaluacién del efecto del producto tecnolégico y tratamientos convencionales, se efectuara
tomando 50 frutos en cada caso, determinando el Contenido de Sdlidos solubles totales en una
muestra estadisticamente representativa, durante la etapa de cosecha. Se considera la
evaluacion de un Especialista Fitopatdlogo para definir las plantas a tratar y a evaluar (dos veces,
en diciembre 2016 y diciembre 2017).

Proteccion de Botrytis _en campo. Se comparara el efecto protector del preparado
biotecnolégico sobre la accién patogénica de Botrytis en arandano, en relacion al producto
comercial fungicida/bactericida compuesto por: quitosano 1.8% p/v; nitrogeno 0.5% p/v; ion
cuprico 500 ppm cuya aplicacién se realizara al inicio de la floracién y a los 15 dias. El efecto del
preparado biotecnoldgico serd también comparado con otros fungicidas cuyas alternativas son:
cyprodinil&fludioxonil, fludioxonil, fenhexamid, iprodione y boscalid. La aplicacion de los
tratamientos en este caso, se efectuara de acuerdo a indicaciones de la Plataforma de apoyo para
la toma de decisiones para el control de Botrytis del Comité de Arandanos o cada vez que llueva
durante floracién y se den las condiciones para ataque (Temperaturas altas y falta de ventilacion);
y durante Fruto pintén a maduro. Se realizaran tres repeticiones de este ensayo.

La evaluacién en laboratorio se llevara a cabo llevando muestras de frutos tratados con los
diferentes productos y evaluando la presencia de Botrytis. Una parte de la muestra sera destinada
a evaluar la presencia de Botrytis endégena, para ello los frutos seran desinfectadas con solucion
de hipoclorito de sodio al 5% por 5 minutos, luego de los cuales seran sacados mediante un
colador y seran enjuagados 3 veces con agua estéril para posteriormente ser distribuidos en
placas petri y depositadas éstas en camaras himedas. Las muestras se mantendran en
incubacion a 23°C por 10 dias, una vez cumplido ese periodo, se evaluara la presencia del hongo
en los frutos tratados previamente con producto tecnoldgico o comercial. La evaluacién se
realizara, contando las bayas focos de infeccion y el total de bayas infectadas. Se considerara
bayas infectadas aquellas que presenten conidiéforos y conidias caracteristicas del fitopatégeno,
segun protocolo de experto.

Proteccion de Botrytis durante almacenamiento. Se evaluara la proteccion post cosecha de
frutos almacenados a diferentes temperaturas y tratados con producto tecnoldgico en relacion a
técnicas convencionales. Para esto, frutos seran recolectados y sometidos a los tratamientos
definidos como: a) frutos almacenados a O, 10 y 25°C; b) frutos almacenados a O, 10 y 25°C y
tratados con ozono; C) frutos almacenados a O, 10 y 25°C y tratados con producto biotecnoldgico.
La evaluacién del efecto protector conferido por cada tratamiento se realizara a tiempo 0, 15 y 35
dias, comparando peso, calibre, firmeza y sdélidos solubles totales, segliin metodologia descrita
anteriormente. Las pruebas se haran en triplicado.

Mejora en condiciones del suelo. Se evaluara la mejora en el suelo tratado con el producto
biotecnoldgico en relacion a la aplicacion de productos convencionales, en la calidad de las raices
mediante aplicacion por goteo. Se comparara el efecto del fertilizante A, compuesto por quitosano
1 8% p/v; quitina 0.2% p/v; i6n Calcio1.2% p/v; lon Potasio1.0% p/v; Magnesio 0.6% p/v; Fosforo
1.8% p/v; nitrégeno 14.0% p/v, durante el Inicio brotacion y se repite cuaja fruto. Y un fertilizante
compuesto por Urea, Fésforo y Potasio, Aplicacion de Acido Fosférico, de acuerdo a indicacion de
Nutri6logo y analisis de suelo previo a temporada, con aplicacion diaria durante la fertilizacion. Se
evaluara la calidad de las raices en una muestra estadisticamente representativa, considerando
pérdida de raices en las plantas, cantidad de humedad, presencia de larvas, insectos o
nematodos, concentracion de sales, temperatura en las raices, perfil de nutrientes, nivel de
acidificacién, segun protocolo aportado por experto. Los ensayos se realizaran en triplicado.
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Mejoras en nutricion. Se evaluara la mejora en el estado nutricional de plantas y frutos tratados
con el producto biotecnolégico en relacion a la aplicacion de productos convencionales. Para esto
se comparara el efecto del fertilizante A, compuesto por quitosano 1.8% p/v; quitina 0.2% p/v; idn
Calcio1.2% p/v; lon Potasio1.0% p/v; Magnesio 0.6% p/v; Fosforo 1.8% p/v; nitrdgeno 14.0% p/v,
durante el Inicio brotacion y se repite cuaja fruto. Y un fertilizante compuesto por Urea, Fésforo y
Potasio, Aplicacion de Acido Fosférico, de acuerdo a indicacion de Nutridlogo y andlisis de suelo
previo a temporada, con aplicacién diaria durante la fertilizacion. Se realizara analisis foliar, en
Febrero, en laboratorio especializado. Las muestras se tomaran de acuerdo a indicaciones del
Laboratorio. Luego se comparara con tablas de referencia, donde se considera % de frutos
inmaduros, falta de Bloom (<33%), bajo calibre (<10%), restos florales, cicatrices — Russet (hasta
10% de superficie), restos de pedicelo, pudricion (piel suelta), deshidratad. El suelo se evaluara el
contenido de Minerales, macro y micro elementos durante febrero para el caso de las muestras
filiares y durante cosecha para el caso de los frutos.

Costo/beneficio, desconocemos los costos reales productivos por Hectarea o Ton de fruta ya que
dependen desde el regadio hasta plagas endémicas del lugar a explotar. Asi, en el marco de este
proyecto, se llevara una bitacora de registros con sus planillas que apoyen el calculo del costo de
la implementacién del proyecto. Realizar una proyeccion, sin disponer de al menos algunos
ensayos experimentales, ya que se debe recordar que no existen antecedentes previos. De esta
forma, finalizado al menos el primer afo, se podra estimar el precio tentativo del producto mano
de obra por hectarea, equipamiento, veces de aplicacion por temporada. Asi, se determinara el
valor que genera el uso del producto: relacion costo beneficio, es decir, el costo del producto y
aplicacion versus la produccién que genera en cuanta a cantidad y calidad de fruta. Se ha
incorporado un hito a abril de 2017, donde se incorporar obtener este modelo de costo - beneficio.
Ver Tabla de Hitos criticos para la iniciativa (Punto 2.4).

En los analisis revisados, una hipdtesis es que si en promedio asumimos una pérdida (entre
menor porcentaje de exportacién y rechazos pre embarque) del 20%, esto significa 16.560
toneladas (considerando las cifras producidas en la temporada 2010-11). Esto involucra a la
industria fruticola una pérdida de unos 82,8 millones de ddlares. Si se asume que el 60% de la
producciéon que hoy no es exportada por problema de pudriciones, con el resultado de este
proyecto se podran exportar 9.936 toneladas mas, mejorando asi la competitividad del productor y
de las empresas exportadoras. El monto involucrado en ese volumen de toneladas corresponde a
aproximadamente 49,7 millones de ddlares.

De ahi, que se ha incluido un hito critico de estimacion de costos/beneficios del potencial producto
a abril de 2017.

Método objetivo 4:Disenar las bases del modelo de escalamiento y de transferencia del
proceso

Patentamiento, transferencia tecnoldgica y difusién de resultados. Esta etapa se contempla
difundir los resultados y proyecciones obtenidas durante el periodo de investigacion en una gira
tecnoldgica. Por otra parte, se presupuesta la proteccion de los resultados a través una patente
de invencion. De acuerdo a la busqueda podria ser un secreto industrial. Se proyecta en esta
etapa publicar un articulo en una revista cientifica. De acuerdo a los hallazgos y desarrollo
cientifico tecnoldgico obtenido, se procedera a disefiar las bases modelo de empaquetamiento del
prototipo obtenido a través del desarrollo de un paquete tecnolégico, donde la primera prioridad la
ocupa la empresa asociada participante.
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2.5.2. Describa las metodologias y actividades iniciativas para difundir los resultados
(intermedios y finales) del proyecto a los actores vinculados a la tematica de la
iniciativa, identificando el perfil, tipo de actividad, lugares y fechas.

(Incluir las actividades a realizar en la carta GANTT de la iniciativa).

Este proyecto contempla fundamentalmente actividades de difusién situadas en el ultimo semestre
del proyecto. Como las expectativas de patentamiento son altas, se mantendran los resguardos.
Ademas de la realizacién de tres dias de campo en los cuales se mostrara a productores del rubro,
los resultados obtenidos durante el desarrollo de nuestro proyecto y demostrar el beneficio de la
utilizacién del producto que desarrollaremos. El seminario de cierre sera una instancia para
difundir los resultados obtenidos en este proyecto y se tiene proyectado para el mes 35 de la
ejecucion.

Para los dias de campo, se organizara una actividad en terreno, donde tanto desde la empresa
como desde la universidad se realizaran invitaciones tanto a productores del rubro, autoridades de
entidades de control agropecuario y de FIA. Se contempla la difusion de resultados técnicos y
visita en terreno de evidencias que van observando respecto a la tematica del proyecto: calidad de
las plantaciones, calidad del fruto cuando corresponda.

Estas actividades se contemplan con una duracién de cuatro horas promedio y a realizarse en
dependencias del predio de la empresaria o lugar cercano. Es deseable que en el dia de campo 2,
pueda asistir un experto invitado que pueda socializar sobre los avances en el cultivo y manejo del
arandano. Se espera una asistencia minima de veinte personas en cada evento.

Por otra parte, en el marco de este proyecto se desarrollaran dos capacitaciones. La primera,
contempla el modelamiento de ensayos para evaluar la respuesta a la aplicacion de nuevos
productos, en un curso de 21 horas pedagdgicas, dirigido por el Sr. Ernesto Moya Elizondo Ph.D.,
M.Cv., Ing. Agrénomo; Profesor Asistente; Departamento de Produccion Vegetal; Facultad de
Agronomia; Universidad de Concepcion, experto en fitopatdgenos, con una vasta experiencia en
el area, colaborando y dirigiendo proyectos de investigacion, innovaciéon y transferencia, en el
area del manejo integrado de enfermedades en cultivos y frutales, asi como biocontroladores. La
fecha estimada es realizarla durante el mes ocho del proyecto. Previo a la segunda aplicacion del
producto probiético.

La segunda capacitacién, estara a cargo del Dr. Moya, acompafado del Sr. Jaime Auger S., MS.
PhD, Ingeniero agrénomo de la Universidad de Chile, quien posee numerosas publicaciones
cientificas relacionadas a los fitopatégenos y a cultivo de arandanos. Esta capacitacion se centrara
en "Variables fitosanitarias criticas en el cultivo de los arandanos", la que tiene por objetivo aplicar
el conocimeinto adquirido en el los estudios finales de prueba del producto, por ello, se estima
conveniente realizar ésta capacitacion el mes 20 del proyecto, de acuerdo a las fechas
comprometidas para el logro de los hitos del proyecto.

Respecto al seminario de cierre, se contempla una actividad méas bien de tipo académico en uno
de los auditorium de la USS. Se espera despliegue periodistico, asistencia de autoridades
académicas, de FIA, productores. Se proyecta realizarla unas semanas antes del cierre del
proyecto, con dos horas de duracién, donde la Direccion del proyecto mostrara los logros
alcanzados con el desarrollo de este proyecto.
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2.6. Carta Gantt
Indicar la secuencia cronoldgica para el desarrollo de las actividades senaladas anteriormente de acuerdo a la siguiente tabla:

Afo 2016
Ne Tk
OE RE Actividades Tilestis
Ene-Mar Abr-Jun Jul-Sep Oct-Dic
1 1 Adherencia de las cepas lacticas. X | X |X
Pruebas de Tolerancia XX |X
2 Pruebas de antagonismo y antibacterianas X | X | X |X
Produccién cuantitativa de acido lactico X | X
Produccién de perdxido de hidrégeno X | X
Naturaleza de la sustancia inhibitoria. X[ X |X
3 Identificacién genética de las cepas seleccionadas. X | X
Pruebas de susceptibilidad antibidtica X | X
2 1 Disefo del proceso productivo de biomasa de las cepas probidticas X[ X [X [ X |X|X [X |X
seleccionadas a escala de laboratorio.
2 Desarrollo de un proceso de fabricacién del preparado en polvo. X[ X [ X [X
Evaluacién de la viabilidad del prototipo formulado. X[ X [ X [X
3 Evaluacién in vivo del potencial de accion del formulado probiético X [X | X
sobre aspectos productivos y fitosanitarios del arandano.
3 1 Efectividad de aplicaciones foliares del producto biotecnoldgico X |X |X
formulado sobre la atraccion de abejas en flor arandano.
3 Capacitacion "Modelamiento de ensayos para evaluar la respuesta X
a la aplicacién de nuevos productos”
4 ) Dias de Campo X
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Ano 2017

N° OE N° RE Actividades :
Trimestre

Ene-Mar Abr-Jun Jul-Sep Oct-Dic

2 1 Diseno del proceso productivo de biomasa de las X | X
cepas probioticas seleccionadas a escala de
laboratorio.

2 2 Desarrollo de un proceso de fabricacion del X [ X[ X | X [X|X|X|X
preparado en polvo.

2 2 Evaluacion de la viabilidad del prototipo formulado. X [ X[ X | X|X|X|X|X|X|[X |[X|X

Evaluacion in vivo del potencial de accion del X [ X [ X[ X [X|X|X |[X|X
formulado probidtico sobre aspectos productivos y
fitosanitarios del arandano.

3 1 Efectividad de aplicaciones foliares del producto X | X | X
biotecnoldgico formulado sobre la atraccion de
abejas en flor arandano.

2 Capacitacion "Variables fitosanitarias criticas en el X
cultivo de los arandanos”
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Afio 2018
N° OE N° RE Actividades .
Trimestre
Ene-Mar Abr-Jun Jul-Sep Oct-Dic
2 2 Evaluacién de la viabilidad del prototipo formulado. X
3 1 Efectividad de aplicaciones foliares del producto X X
biotecnolégico formulado sobre la atraccion de
abejas en flor arandano.
2 Evaluacién in situ del formulado tecnoldgico final XX | XX [|X|X |X|X X | X
sobre cultivo de arandano.
3 Proteccion de frutos post-cosecha. XX [ XX |X|X | X |X
4 1 Patentamiento. X | X
2 Difusion de resultados, seminario de cierre y X | X
publicacion.
3 Modelo de negocios y gira tecnoldgica X | X
3 Dias de Campo X

Plan Operativo
Estudios y Proyectos de Innovacién en Agricultura Sustentable

25/44




Ano 2019
N° OE N° RE Actividades :
Trimestre
Ene-Mar Abr-Jun Jui-Sep Oct-Dic
2 Evaluacion in situ del formulado tecnolégico final X [ X
sobre cultivo de arandano.
4 1 Patentamiento. X | X
2 Difusion de resultados, seminario de cierre y X | X
publicacién.
3 Modelo de negocios y gira tecnoldgica X | X
3 Dias de Campo X
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2.7. Modelo de transferencia y propiedad intelectual
Describa el modelo que permitira transferir los resultados a los beneficiarios y la
sostenibilidad de la iniciativa en el tiempo.

2.6.1. Modelo de transferencia

Describa la forma en que los resultados se transferiran a los beneficiarios. Para ello responda
las siguientes preguntas orientadoras: ;quiénes son los clientes, beneficiarios?, ¢ quiénes la
realizaran?, ;,como evalla su efectividad?, ;cémo se asegurara que los resultados esperados
se transformen en beneficios concretos para los beneficiarios identificados?, ¢cémo se
financiara en el largo plazo la innovacién?, ;con qué mecanismos se financiara el costo de
mantencion del bien/servicio publico una vez finalizado el proyecto?

Los clientes beneficiarios del nuevo producto probidtico seran productores de arandanos a nivel
nacional. El ardndano es cultivo importante en Chile, ya que nuestro pais exporta a contra
estacion a los exigentes mercados de Estados Unidos y Europa. No obstante lo anterior, cada vez
mas se enfrenta a las amenazas de emergentes competidores que llegan con productos
altamente competitivos a los mercados internacionales. Tal panorama debe llevar a la industria
nacional a replantearse sus estrategias y apostar fuertemente en tecnologias que permitan
innovar y aumentar el valor agregado de las materias primas, de forma de asegurar los retornos
econdmicos a toda la cadena productiva.

Es por ello que el presente proyecto propone desarrollar mediante procesos biotecnoldgicos un
producto natural basado en cepas lacticas aisladas de abejas silvestres y entorno que fortalezca
la industria fruticola del cultivo de arandanos, incrementando la tasa de polinizacién de los
cultivos, previniendo enfermedades en la planta y frutos, asegurando una mayor calidad y
estabilidad post cosecha de este berries, lider en el rubro fruticola nacional.

Para realizar una efectiva transferencia tecnoldgica la Universidad San Sebastian protegera la
innovacion mediante la presentacion de una patente de invencién, luego se procedera a realizar
difusién del nuevo producto a productores de arandanos con la finalidad de ser mas extensiva su
utilizacién y el conocimiento de la tecnologia.

La transferencia tecnoldgica de los resultados del proyecto se podra realizar mediante la venta o
licenciamientos knowhow para la produccién y comercializacién del nuevo probidtico. Los
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 produccion, venta y comercializacion de un nuevo Producto a base de
cepa probidtica para la Industria de berries.

2.6.2. Proteccion de los resultados

Tiene previsto proteger los resultados derivados de la iniciativa (patentes, modelo de
utilidad, disefo industrial, secreto industrial, marca registrada, marcas colectivas o de
certificacién, denominacion de origen, indicacion geografica, derecho de autor o registro
de variedad vegetal).

(Marque con una X)

F b

De ser factible, sefale el o los mecanismos que tienen previstos y su justificacion.
(Maximo 2.000 caracteres)
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Como estrategia de proteccién de los resultados se tiene previsto, redactar y enviar una solicitud
de patente de invencion del producto obtenido con el desarrollo de este proyecto, esta solicitud
sera enviada al Instituto Nacional de Propiedad Industrial —-INAPI. Se analizara mediante un
estudio de patentabilidad la viabilidad de proteger los productos generados. Se espera patentar el
nuevo proceso biotecnoldgico para la obtencién de un producto natural basado en cepas lacticas
aisladas de abejas silvestres y/o bosque nativo para fortalecer la industria fruticola del cultivo de
arandanos. La Universidad San Sebastian, especificamente la Direccién General de Investigacion
sera la encargada de apoyar en la gestion y tramitacién de la solicitud a INAPI, para la obtencién
de la patente de invencién. Luego del proceso de patentamiento se espera transferir la tecnologia
a empresas interesadas. Los mecanismos mas comunes para ello son: venta o cesion de
derechos de propiedad intelectual, concesion de licencias, contratos sobre conocimientos técnicos
o KnowHow, alianzas estratégicas, empresa conjunta o jointventures, proyectos llave en mano, o
acuerdos sobre consultorias. Una vez comenzado el proceso de patentamiento se analizara la
mejor alternativa para realizar una efectiva transferencia tecnoldgica.

2.8. Potencial impacto
A continuacion describa los potenciales impactos y/o beneficios productivos,
econdmicos, comerciales, sociales y medio ambientales que se generarian con la
realizacion de la iniciativa y/o sus resultados posteriores.

2.8.1. Identifique los beneficiarios actuales y potenciales de la ejecucion de la iniciativa.
(Méximo 3.000 caracteres)

Los beneficiarios actuales del nuevo producto probidtico seran los productores de arandanos a
nivel nacional. La superficie total plantada de arandanos es de 13.016 hectareas (Odepa-Cirén,
2012), la produccion temporada 2012 fue de 102.200 toneladas, teniendo como rendimiento
promedio: 7,8 ton/hectarea. Durante la temporada 2012, los volimenes exportados de arandanos
alcanzaron las 86.700 toneladas, Chile es actualmente el primer exportador mundial de
arandanos frescos, con una participacion del 30,9% del mercado mundial.

La Region del Biobio posee 4.280,2 hectareas de arandano, lo que representa el 30 % de la
superficie nacional, la que alcanza las 14.505,9 hectareas, lo que la sitia como la regién con
mayor superficie a nivel nacional, lo que permite aprovechar las oportunidades que presenta el
mercado de los berries. Los beneficiarios potenciales de la propuesta son todos los productores
de cultivos de berries a nivel nacional. Chile es el principal exportador de berries del hemisferio
sur, en volumen y valor, y el quinto en volumen exportado a nivel mundial. En la Gltima década,
sus exportaciones han crecido sostenidamente, tanto en valor como en volumen, siendo los
principales destinos EE.UU., Canada y algunos paises de Europa. En 2012, el total exportado de
berries fue de 139.323 toneladas, con un valor de 550 millones de ddlares. Esto incluye
arandanos, frambuesas, frutillas, moras, zarzaparrillas, grosellas, murtas, mirtilos y otros. El 70%
se exporta como congelado, mientras que el 20% se exporta en fresco y el 10% restante como
jugo. En este contexto se puede indicar que la presente propuesta proyecta un impacto positivo
en la industria de los berries mejorando la competitividad del sector
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2.8.2. Replicabilidad
Senale la posibilidad de que se realicen experiencias similares en el mismo
territorio u otras zonas del pais, a partir de los resultados e informacién que se
genere en la iniciativa.(Maximo 3.000 caracteres)

Los potenciales impactos y/o beneficios por el uso de nuevo producto natural basado en cepas
lcticas aisladas de abejas silvestres y entorno que fortalezca la industria fruticola del cultivo de
arandanos, podran replicarse en todas las hectareas de cultivos de arandanos a nivel nacional.
Asi, la replicabilidad de este proyecto, es transferible incluso a otras areas hortofruticolas.

2.8.3. Desarrollo de nuevas capacidades y fortalecimiento de potencialidades locales.
Describa cémo el desarrollo de la iniciativa potenciara el capital humano,
infraestructura, equipamiento y actividad econdémica local.(Méximo 3.000
caracteres)

Dentro de los desafios de la industria del ardndano es mantener y acrecentar la posicion de
liderazgo con la que cuenta actualmente, ademas de mejorar y aumentar los programas de
desarrollo cientificotecnolégico a fin de aumentar la eficiencia y programas de capacitacion para
mejorar la productividad de la mano de obra de la economia local.

Con el resultado de este proyecto se espera contribuir a mejorar la competitividad de la industria
de los arandanos, poniendo a disposicién un nuevo producto probiético que permita incrementar
la tasa de polinizacion de los cultivos de arandanos, con ello potenciando y fortaleciendo la
economia de las localidades cercanas a los cultivos, incrementando la productividad de los
cultivos y por consecuencia sus ingresos y las ventas de sus productos.

Por otra parte, con la estrategia del fortalecer el desarrollo de la investigacion aplicada en la
universidad y una vinculacion estrecha con la empresa, se espera generar con el desarrollo de
este proyecto un empaquetamiento tecnolégico efectivo, como el que se esta llevando a cabo en
el marco de un proyecto concursado a Proyectos de Vinculacion Ciencia Empresa FIC Regional
“Desarrollo de un modelo de vinculacién cientifica con el sector empresarial agroalimentario
ganadero-lechero del Biobio para abordar la problematica sanitaria ganadera mediante la
implementacién de innovaciones y soluciones biotecnoldgicas”.

2.8.4. En funcién de los puntos sefialados anteriormente describa:
Potenciales impactos y/o beneficios productivos, econdmicos y comerciales que se
generarian con la realizacién de la iniciativa

Los potenciales impactos y/o beneficios a nivel productivo, econémicos y comerciales para los
productores de arandanos seran el incrementando de la tasa de polinizacién de los cultivos,
prevencion de enfermedades en la planta y frutos e incremento en la calidad y estabilidad post
cosecha de los arandanos. Estos beneficios impactardn positivamente a los productores
incrementado sus ingresos econdémicos y contribuyendo al aumento de las ventas de sus
productos. Por otra parte, al emplear tecnologia limpia en el sistema productivo, no solo es una
estrategia comercial sino que también econdmica. Cada actividad productiva que se realice
empleando menos téxicos o productos que generen residuos, estd demostrado que aumentan la
productividad y traen ventajas econémicas a la empresa, ya que generan un valor agregado que
es bien valorado en los mercados internacionales.
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2.8.5. Potenciales impactos y/o beneficios sociales que se generarian con la realizacion

de la iniciativa

Los potenciales impactos y/o beneficios a nivel social seran el incremento de las exportaciones de
arandanos chilenos en el mercado internacional, por consecuencia incremento en los ingresos por
exportaciones a nivel pais. También mejorar4d la calidad de los productos exportados,
contribuyendo a la imagen de productos agroalimentarios a nivel internacional.

Por otra parte al incrementar la productividad incrementa también la necesidad de recurso
humano en esta cadena de valor, ya que se requiere mayor mano de obra en los procesos de
cultivo y cosecha. Es una oportunidad de emprendimiento social a través de la institucion de
cooperativas.

Por otra parte, el empleo de tecnologias innovadoras como el empleo de probidticos, tienen un
impacto en el consumidor y trabajador. El trabajo a nivel mundial para la mujer se concentra en la
agricultura y en el sector servicios y existe evidencia que la incidencia de lesiones y
enfermedades es muy alta, asociada con la exposicién a los pesticidas, agroquimicos, manejo de
animales y el contacto con plantas peligrosas. De ahi que el empleo de la tecnologia propuesta no
debiera de impactar negativamente sobre la salud de las personas

2.8.6. Potenciales impactos y/o beneficios medio ambientales que se generarian con la
realizacion de la iniciativa

Dentro de los beneficios medioambientales sin duda esta que al emplear bacterias lacticas, estas
son amigables con el entorno. De hecho en la Ultima década han comenzado a tener un uso
interesante en la biorremediacién de suelos. Se espera entonces que el empleo de este producto
mejore la calidad del suelo, entre a la cadena tréfica en forma amigable, sin impacto
medioambiental negativo. Asi, el empleo de polen comercial por hectarea se vea reducido al
mejorar la polinizacién

2.9. Indicadores de impacto

De acuerdo a lo senalado en la seccion anterior, describa el o los indicadores a medir
en la iniciativa y sefale para el indicador seleccionado, lo que especificamente se
medira en la iniciativa.

Meta del
] Meta del S
Clasificacién del | Descripcién del | Fémuladel | -"®aPaSe | ingicagor a1 | INGcadora los
indicador indicador indicador indicador'2 te:;rglig% \?:13'a finalizado I
iniciativa’
Productivos Rendimiento Ton/ha 7,8 8,0 8,5
del
cultivo de
arandanos por
ha

12| a linea base consiste en la descripcién detallada del area de influencia de un proyecto o actividad, en forma
previa a su ejecucion. Completar con el valor que tiene el indicador al inicio de la iniciativa.

SCompletar con el valor del indicador, al cual se espera llegar, al final de la iniciativa.
4Completar con el valor del indicador, al cual se espera llegar, al cabo de 2 afos de finalizado la iniciativa.
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Productivos Pérdidas por % pérdida / 20 12 8
temporada temporada
productiva
Productivos Costo por ton Costo x ton/ton U$1.50 U$1.20 U$1.10
producida producida
Econdmicos y Ingresos MUS$/Ton 39 41 43
comerciales anuales
por venta de
arandanos
Sociales N° de N° ha 0 10 55
hectareas de
cultivos de
arandanos
impactadas
Medio indice de N° flores visitadas 3 5 6
ambientales polinizacién por polinizadores x
minuto una vez a la

semana/periodo
floracion arandano.
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|3. Costos totales consolidados

3.1. Estructura de financiamiento.

3.2. Costos totales consolidados.
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4. Anexos

Anexo 1. Ficha identificacién del postulante ejecutor

Nombre completo o razén social

Universidad San Sebastian

Giro / Actividad Educacion
RUT
Empresas
; it Personas naturales
Tipo de organizacion Universidades X
Otras (especificar)

Banco y numero de cuenta corriente
del postulante ejecutorpara
depdsito de aportes FIA

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

Exportaciones, Ultimo ano tributario
(USS$)

Numero total de trabajadores

Usuario INDAP (si / no)

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

Teléfono fijo

Fax

Teléfono celular

Email

Direccion Web

www.uss.cl

Nombre completo representante
legal

Hugo Sebastian Lavados Montes

RUT del representante legal

Profesién del representante legal

Ingeniero Comercial

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

Rector

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

Nombre completo o razén social Berberries SpA
Giro / Actividad Agroindustria y exportaciones
RUT
Empresas X
Personas naturales

Tipo de organizacion Hriversidatos

Otras (especificar)

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

Exportaciones, Ultimo afio tributario
(US$)

Ndmero total de trabajadores

Usuario INDAP (si / no)
Direccion (calle, comuna, ciudad,
provincia, region)

Teléfono fijo

Fax

Teléfono celular

Email

Direccion Web

Nombre completo representante

Marcela Jofré Miranda
legal

RUT del representante legal

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

Firma representante legal
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Anexo 3. Ficha identificacion coordinador y equipo técnico. Esta ficha debe ser llenada por el

coordinador y por cada uno de los profesionales del equipo técnico.

Nombre completo

Erica Eliana de Lourdes Castro Inostroza

RUT

Profesion

Matrona, Doctora en Microbiologia.

Nombre de la
empresa/organizacion donde
trabaja

Universidad San Sebastian

RUT de la empresa/organizacion
donde trabaja

Cargo que ocupa en la
empresa/organizacion donde
trabaja

Directora Simulacion Clinica.
Vicerrectoria de Campos Clinicos.

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

Teléfono fijo

Fax

Teléfono celular

Email

Firma
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Nombre completo

Patricio Oyarzun Cayo

RUT

Profesion

Bioquimico

Nombre de la
empresa/organizacion donde
trabaja

Universidad San Sebastian

RUT de la empresa/organizacion
donde trabaja

Cargo que ocupa en la
empresa/organizacion donde
trabaja

Coordinador de Investigacién Sede Concepcién
Profesor asociado Escuela de Ing. en Biotecnologia

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

Teléfono fijo

Fax

Teléfono celular

Email

Firma
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Nombre completo

Jaime Cofre Rubilar

RUT

Profesion

Bidlogo marino

Nombre de la
empresa/organizacion donde
trabaja

RUT de la empresa/organizacion
donde trabaja

Cargo que ocupa en la
empresa/organizacion donde
trabaja

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

Teléfono fijo

Fax

Teléfono celular

Email

Firma
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Nombre completo

Maria José Aguayo Acuia

RUT

Profesion

Bidlogo

Nombre de la
empresa/organizacion donde
trabaja

RUT de la empresa/organizacion
donde trabaja

Cargo que ocupa en la
empresa/organizacion donde
trabaja

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

Teléfono fijo

Fax

Teléfono celular

Email

Firma
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Nombre completo

Juan Pablo Mellado Leiva

RUT

Profesion

Médico veterinario

Nombre de la
empresa/organizacion donde
trabaja

RUT de la empresa/organizacion
donde trabaja

Cargo que ocupa en la
empresa/organizacion donde
trabaja

Direccién postal de Ia
empresalorganizacién donde
trabaja (calle, comuna, ciudad,
provincia, region)

Teléfono fijo

Fax

Teléfono celular

Email

Firma
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Nombre completo

Ronald Enrique Gajardo Alarcon

RUT

Profesion

Ingeniero Civil en Biotecnologia

Nombre de la
empresa/organizacion donde
trabaja

RUT de la empresa/organizacion
donde trabaja

Cargo que ocupa en la
empresa/organizacion donde
trabaja

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

Teléfono fijo

Fax

Teléfono celular

Email

Firma
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Nombre completo

José Luis Daroch Neira

RUT

Profesion

Ingeniero civil Quimico

Nombre de la
empresa/organizacion donde
trabaja

RUT de la empresa/organizacion
donde trabaja

Cargo que ocupa en la
empresa/organizacion donde
trabaja

Direccién postal de la
empresalorganizacion donde
trabaja (calle, comuna, ciudad,
provincia, region)

Teléfono fijo

Fax

Teléfono celular

Email

Firma
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Nombre completo

Pedro Felipe Alarcon Zapata

RUT

Profesion

Bioquimico

Nombre de la
empresa/organizacion donde
trabaja

RUT de la empresa/organizacion
donde trabaja

Cargo que ocupa en la
empresa/organizacion donde
trabaja

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

Teléfono fijo

Fax

Teléfono celular

Email

Firma
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Il. Detalle administrativo (Completado por FIA)

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

Costo total de la Iniciativa

Aporte FIA

Aporte Contraparte

Pecuniario

No Pecuniario

Total Contraparte

e Periodo de ejecucion.

Periodo ejecucion

Fecha inicio:

01 de marzo de 2016

Fecha término: 28 de febrero de 2019
Duracion (meses) 36
e Calendario de Desembolsos
N° Fecha Requisito Observacion Monto ($)
1 Firma contrato
2/03.01.2017 Aprobacion de Informes Técnico
y Financiero N°1
3/26.05.2017 Aprobacion de Informes Técnico
y Financiero N°2
4/03.01.2018 Aprobacién de Informes Técnico
y Financiero N°3
5|25.05.2018 Aprobacion de Informes Técnico
y Financiero N°4
6|03.01.2019  |Aprobacién de Informes Técnico
y Financiero N°5
7|31.05.2019 Aprobacion de Informes Técnico |hasta*
y Financiero Finales
Total

(*) El informe financiero final debe justificar el gasto de este aporte
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e (Calendario de entrega de informes

Informes Técnicos

Informe Técnico de Avance 1: 16.09.2016
Informe Técnico de Avance 2: 10.03.2017
Informe Técnico de Avance 3: 15.09.2017
Informe Técnico de Avance 4: 09.03.2018
Informe Técnico de Avance 5: 14.09.2018

Informes Financieros

Informe Financiero de Avance 1: 16.09.2016
Informe Financiero de Avance 2: 10.03.2017
Informe Financiero de Avance 3: 15.09.2017
Informe Financiero de Avance 4: 09.03.2018
Informe Financiero de Avance 5: 14.09.2018
Informe Técnico Final: 08.03.2019
Informe Financiero Final: 08.03.2019

e
A

e Ademas, se debera declarar en el Sistema de Declaracién de Gastos en Linea los
gastos correspondientes a cada mes, a mas tardar al tercer dia habil del mes

siguiente.
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