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INSTRUCCIONES PARA COMPLETAR Y PRESENTAR EL INFORME

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

II.  Sobre lainformacion presentada en el informe

- Debe completar todas las secciones del documento segun corresponda.

- Debe estar basada en la tltima version del Plan Operativo aprobada por FIA.

- Debe ser resumida y precisa. Si bien no se establecen nimeros de caracteres por
seccioén, no debe incluirse informacion en exceso, sino solo aquella informacion 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 informacion presentada en el informe financiero
y ser totalmente consistente con ella.

lll.  Sobre los anexos adjuntos al informe

- Deben enumerar y nombrar los documentos adjuntados en la tabla de la seccién 15 del
informe.

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

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

- También se deben incluir cuadros, graficos y fotografias, pero presentando una
descripcion y/o conclusiones de los elementos sefalados, lo cual facilite la
interpretacion de la informacion.

IV.  Sobre la presentacion a FIA del informe

- La presentacién de los informes técnicos se realizara mediante la entrega de 2 copias
digitales idénticas y sus anexos, en la siguiente forma:

a) Un documento “Informe técnico final”, en formato word.
b) Un documento “Informe técnico final en formato pdf.
c) Los anexos identificando el nUmero y nombre, en formato que corresponda.

- La entrega de los documentos antes mencionados debe hacerse mediante correo
electrénico dirigido al correo electrénico de la Oficina de Partes de
FIA (oficina.partes@fia.cl). La fecha valida de ingreso correspondera al dia, mes y afo
en que es recepcionado el correo electronico en Oficina de partes de FIA. Es
responsabilidad del Ejecutor asegurarse que FIA haya recepcionado oportunamente los
informes presentados.

Informe Técnico Final - Proyectos de Emprendimiento Innovador
V10-08-2020
Pé&g. 2


mailto:oficina.partes@fia.cl

- Para facilitar los procesos administrativos, se sugiere indicar en el "Asunto” del correo
de envio: "Presentacion de Informe Técnico Final Proyecto Cédigo PYT-XXXX-
YYYY".

- La fecha de presentacién debe ser la establecida en la seccién detalle administrativo
del Plan Operativo del proyecto o en el contrato de ejecucion respectivo.

- Elretraso en la fecha de presentacion del informe generard una multa por cada dia héabil
de atraso equivalente al 0,2% del Gltimo aporte cancelado.
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1. ANTECEDENTES GENERALES

Nombre Ejecutor: Manuel Alejandro Arce Arellano

Nombre(s) Asociado(s): Pontificia Universidad Catdlica de Valparaiso
Coordinador Principal: Manuel Alejandro Arce Arellano

Coordinar Alterno: Camila Andrea Prince Casarotto

Regidén(es) de ejecucion: Vv region

Fecha de inicio iniciativa: 30 de diciembre de 2019

Fecha término iniciativa: 31 de enero de 2023

2. RESUMEN DEL PROYECTO

Entregar de manera resumida® las principales actividades realizadas y resultados

obtenidos durante todo el periodo de ejecucién del proyecto, fundamentando con datos

cuantitativos y cualitativos que respalden los resultados.
(Méximo 1.000 caracteres sin espacio)

3. RESUMEN DEL PERIODO NO INFORMADO

Entregar de manera resumida® las principales actividades realizadas y resultados
obtenidos durante el periodo comprendido entre el Ultimo informe técnico de avance y el
informe final, fundamentando con datos cuantitativos y cualitativos que respalden los
resultados.

En el periodo anterior, se informé los resultados de los ensayos de estabilidad
fisicoguimica del método de control a diferentes temperaturas (25, 30 y 37°C) por 24 y
48 horas respectivamente. Los resultados indicaron que el biocontrolador mantiene su
efectividad en todas las temperaturas, con una mayor efectividad (30% de efectividad) a
25° C, luego de 48 hrs post aplicacion. Ademas, se reportd que la efectividad de del
biocontrolador no se vio afectada entre los rangos de pH entre 2 y 11. Finalmente, en
cuanto a la exposicion directa del biocontrolador a la radiacion UV, los resultados
mostraron una disminucion de la poblacion.

1 Esta sintesis se debe limitar a citar las ideas mas importantes, es decir, excluye datos irrelevantes y no brinda espacio a
interpretaciones subjetivas.
2 Esta sintesis se debe limitar a citar las ideas mas importantes, es decir, excluye datos irrelevantes y no brinda espacio a
interpretaciones subjetivas.
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Por otra parte, se realizaron ensayos de compatibilidad entre el biocontrolador y los co-
formulantes comerciales que el biocontrolador es compatible con los co-formulantes
basados en compuestos e incompatible con basados en acidos organicos.

Se informé la caracterizacion de los compuestos responsables del efecto antimicrobiano
contra la Psa, en donde se identificaron 24 compuestos relacionados con actividad

antimicrobiana.
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4. OBJETIVO GENERAL DEL PROYECTO

Desarrollar un nuevo biocontrolador natural contra el fitopatégeno Pseudomonas
syringae pv. actinidiae.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS (OE)

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

% de
N° . e avance al
OE Objetivo especifico (OE) término del
proyecto
Caracterizar el compuesto antimicrobiano aislado de un cultivo
1 bacteriano de Alcaligenes spp. 100%
5 Demostrar la efectividad del biocompuesto in vitro y en condiciones 80%
de invernadero
3 Optimizar la formulacién para el biocompuesto natural contra Psa 100%
4 Desarrollo la estrategia y titularidad de la proteccion intelectual 60%
5 Desarrollo de un modelo de negocios 100%




6. RESULTADOS ESPERADOS (RE)

Cuantificar y describir el avance de los RE al término del proyecto.

N | NP 3 % de
OE | RE Resultado Esperado (RE) cumplimiento?
1] 1 Caracterizacion quimica de compuestos conpropiedades 100%
antimicrobiana

Descripcion y justificacion del cumplimiento de los resultados del proyecto®.

En primera instancia se secuencié el genoma de la bacteria y se realiz6 un analisis
gendmico, identificanndo la presencia de 4 agrupamientos biosintéticos, los cuales
codifican para betalactona, policétido sintasa de tipo 1, fosfonato y sintetasa de péptidos
no ribosomales. El analisis LC-MS de los extractos, revel6 la presencia de 314
compuestos, de los cuales 24 de estos han sido reportados con actividad antimicrobiana.
Indique el nimero y nombre del anexo que respalde® el cumplimiento de los resultados
del proyecto.

1

o o 0,
C,;IE LF:IE Resultado Esperado (RE) cum;I’irdn?ento
2 1 Efectividad antimicrobiana del biocompuesto in vitro. 100%
Descripcion y justificacion del cumplimiento de los resultados del proyecto.
. Los resultados de efectividad antimicrobiana in vitro revelaron que el método de

biocontrol tiene una efectividad del 30% contra la Psa. Ademas, se realiz6 un ensayo de
antagonismo en medio sélido, que demostré que el antagonismo sobre la Psa es a través
de la secrecién de compuestos inhibitorios al medio

Indigue el nimero y nombre del anexo que respalde el cumplimiento de los resultados
del proyecto.

2

3 El Resultado Esperado (RE) corresponde al indicado en el Formulario de Postulacion (Plan Operativo).

4 El porcentaje de cumplimiento es el porcentaje de avance del resultado en relacion con la linea base y la meta planteada.
Se determina en funcion 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 logica, 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

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

6 Se debe considerar como informacion de respaldo: gréaficos, tablas, esquemas y figuras, fotos, protocolos, entre otros, que
permitan visualizar claramente los antecedentes que sustentan el cumplimiento de los resultados del proyecto.
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% de avance a

N° OE N°RE |Resultado Esperado (RE) la fecha

Efectividad antimicrobiana del biocompuesto en

. 100%
plantas de invernadero. ’

2 2

Descripcion y justificacion del avance de los resultados esperados a la fecha.

Se realizaron dos ensayos por separado. El primero en discos de hojas donde se midio la
supervivencia del fitopatdgeno en dichos discos en ausencia y presencia del
biocontrolador, mostrando una reduccion de un 80% en la supervivencia de Psa.

En cuanto a los ensayos en plantas se vio que las plantas no desarrollaron dafio en las
hojas al ser infectadas con el patégeno y el biocontrolador.

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

3

% de avance a

N° OE N° RE |Resultado Esperado (RE) la fecha

Efectividad antimicrobiana del biocompuesto en
campo.

2 3 0%

Descripcion y justificacion del avance de los resultados esperados a la fecha.

Debido a las evidencias publicadas recientemente, de la posible patogenicidad en seres
humanos de nuestra bacteria productora del biocopuesto, los ensayos fueron suspendidos
por razones de bioseguridad.

Se requiere mayor informacién de la cepa a la cual pertenece Alcaligenes spp, y estudios
relevantes de su inocuidad para ser utilizadas en los ensayos de campo propuestos en
este proyecto. Al contar con el genoma del microorganismo, es posible hacer un andlisis
exhaustivo de islas de patogenicidad y genes especificos, lo que se ha propuesto como
proyeccion del trabajo.

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

4
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% de avance a

N° OF N° RE Resultado Esperado (RE) la fecha

Formulacion vy Estabilidad Fisicoquimica del 100%

3 1 )
Biocontrolador

Descripcion y justificacion del avance de los resultados esperados a la fecha.

Se realizaron los ensayos de efectividad a diferentes temperaturas (25, 30y 37°C) por 24
y 48 horas respectivamente. Los resultados obtenidos muestran que el biocontrolador
mantiene su efectividad en todas las temperaturas, siendo su mayor efectividad (30%)
luego de 48 horas de aplicacion a 25°C. Ademas, se realizaron ensayos de efectividad a
diferentes valores de pH. Los resultados sugieren que la efectividad de del biocontrolador
no se vio afectada entre los rangos de pH entre 2 y 11. Posteriormente, se realizé un
ensayo de tolerancia a la radiacién UV, donde los resultados sugieren que la exposicion
directa del biocontrolador a la radiacién UV, causa una disminucién de la poblacién. Por
otra parte, se realizaron ensayos de compatibilidad y eficiencia del biocontrolador con co-
formulantes comerciales, con el fin de mejorar su eficacia contra la Psa. Los ensayos de
compatibilidad entre el biocontrolador y los co-formulantes comerciales sugieren que, el
biocontrolador es compatible con los co-formulantes basados en compuestos siliconados,
manteniendo una alta poblacién viable. Por otra parte, el uso de co-formulantes basados
acidos organicos mostraron ser incompatibles con el biocontrolador, reduciendo su
poblacion. La efectividad del biocompuesto en contra la Psa en presencia de los diferentes
coadyuvantes, los resultados obtenidos sugieren que la efectividad es mayor al usar, co-
formulantes basados en compuestos siliconados, en comparacién a los compuestos
basados en 4cidos organicos

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

5
)
N°OE | N°RE Resultado Esperado (RE) % de avance a
la fecha
. . . ., 0
4 1 Desarrollo la estrategia y titularidad de la proteccion 60%
intelectual

Descripcion y justificacion del avance de los resultados esperados a la fecha.

|IEl desarrollo de proteccion intelectual del biocompuesto esta estuvo a cargo del asociado
(OTL de la PUCV) quien hizo un andlisis del estado del arte actual relacionado con
tecnologias asociadas a nuestro proyecto, concluyendo que el biocopuesto es patentable.
Sin embrago, inform6 posteriormente que el proceso de la proteccion intelectual se llevaria
a cabo en un plazo superior al acordado, no cumpliendo con los plazos definidos en el
proyecto, por lo que el dinero destinado a este item no pago6 al asociado.

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

N° OF N° RE Resultado Esperado (RE) la fecha

. 0,
5 1 Desarrollo de un modelo de negocios 100%

Descripcion y justificacion del avance de los resultados esperados a la fecha.

Se disefidé un modelo de negocio basado en el modelo canvas, identificandose la propuesta
de valor ya que, nuestro producto es un microorganismo nativo de plantas de kiwi, inocuo
para el medio ambiente y los consumidores, ademas de ser mucho més especifico contra
el patdgeno, no afectando el microbioma de la planta. Las actividades claves como la
validacion de la efectividad del biocopuesto lo que se ha demostrado en los ensayos in
vitro en diferentes condiciones y respaldado por andlisis gendmicos y metabdlicos.
segmento de clientes. Recursos claves, donde hemos tenido contacto con diversos
investigadores del area agricola y fitopatologia aprendiendo nuevas técnicas y las lineas
de investigacion relacionadas al proyecto. Los canales de comunicacion se han
desarrollado teniendo reuniones con productores de interesados en nuestra propuesta
como el vivero Grupo Hijuelas y Sociedad agricola Graneros.

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

7
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7. CAMBIOS Y PROBLEMAS DEL PROYECTO

Especificar los cambios y problemas que se han generado durante el desarrollo del
proyecto. Se debe considerar aspectos como: conformacién del equipo técnico, problemas
metodoldgicos, adaptaciones y/o modificaciones de actividades, cambios de resultados,
gestion y administrativos, entre otros.

Describir cambios y

Consecuencias
(positivas o negativas)
para el cumplimiento de

Ajustes realizados al
proyecto para abordar los

problemas los objetivos general y cambios y problemas
especificos
Se reportan posibles | No se pudo llevar a cabo los | Debido al tiempo restante
efectos patogénicos en | ensayos en campo. del proyecto no se

humanos, de la bacteria en
estudio.

pudieron realizar ensayos
gue reemplazaran los
ensayos presupuestados
para cumplir los objetivos
propuestos.

Se propone
proyeccion  realizar
andlisis genomico para
estudiar la inocuidad del
microorganismo.

como
un

El plazo para realizar el
estudio de patentabilidad y
proteccion intelectual se
extiende, por parte de la
PUCV.

No se logra finalizar la
proteccion de la propiedad
intelectual.

El objetivo no ha sido
logrado. Sin embargo, se
comenzé a trabajar en la
proteccién del nombre de la
marca PSA:Free
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8. ACTIVIDADES REALIZADAS EN EL PERIODO

1. Actividades programadas en el plan operativo y realizadas durante el periodo
de ejecucion del proyecto. Enumere segun carta Gantt y explique
brevemente.

OEZ2RE2 Efectividad del bioconpuesto en plantas de invernadero.

2. Actividades programadas en el plan operativo y no realizadas durante el
periodo de ejecucién del proyecto. Enumere segun carta Gantt y explique
brevemente.

OE2RES Efectividad del bioconpuesto en campo (suspendido).

OE4RE4 Desarrollo la estrategia y titularidad de la proteccion intelectual (incompleta).

3. Analizar las brechas entre las actividades programadas y las efectivamente
realizadas durante el periodo de ejecucidn del proyecto.

No se cumple

Informe Técnico Final - Proyectos de Emprendimiento Innovador
V10-08-2020
Pé&g. 13



12. CAMBIOS EN EL ENTORNO

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

Debido a la existencia de evidencia de la posibilidad de efectos patdgenicos en
Alcaligenes spp. se deben suspender ensayos en campo por normas de bioseguridad.

13. DIFUSION

Describa las actividades de difusion realizadas durante la ejecucion del proyecto:

poster

Fecha Luaar Tipo de N° Documentacion
g Actividad participantes’ generada®
29/11 al 02/12 La Serena Presentacion 1 8y9

7 Debe adjuntar en anexos las listas de participantes.
8 Debe adjuntar en anexos el material de difusion generado.
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14. CONSIDERACIONES GENERALES

1. ¢, Considera que los resultados obtenidos permitieron alcanzar el objetivo general
del proyecto?

No

2. ¢,Como fue el funcionamiento del equipo técnico del proyecto y la relaciéon con
los asociados, si los hubiere?

El funcionamiento y la relacion del equipo técnico y los asociados fue buena. Sin embargo, el
retraso y posterior cambio de plazos en el desarrollo de la propiedad intelectual produjo el no
cumplimiento de un objetivo, por lo que se debié informar en un comienzo que esto plazos
eran dificiles de cumplir.

3. Mencione otros aspectos que considere relevante informar, (si los hubiere).

No se lograron cumplir todos los objetivos.

En el transcurso del proyecto se tuvo una gran cantidad de dificultades relacionadas con la
situacion sanitaria del COVID 19. Principalmente, la imposibilidad de ingresar al laboratorio
de microbiologia PUCV, en los periodosen que Valparaiso se encontraba en cuarentena,
por lo que se debid solicitar a FIA la reprogramacion del proyecto en dos ocasiones.

Por otro lado, hubo una extension en el plazo del desarrollo de la propiedad intelectual por
parte del asociado, lo que ocasioné el no cumplimiento del objetivo especifico 4.

Finalmente, se debid suspender los ensayos en campos por una posibilidad de efectos
patdégenos de nuestra bacteria en estudio en seres humanos, presentando un posible riesgo
sanitario.

4, Complete el siguiente cuadro de resultados de proyecto, marcando con una x en
la respuesta correcta:

Indique el tipo de innovacién desarrollada: Producto/Servicio | X

Proceso
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18. CONCLUSIONES

Realice un andlisis global de las principales conclusiones obtenidas luego de la ejecucion del
royecto.

Los resultados obtenidos en el proyecto muestran el que el efecto antimicrobiano contra Psa del
biocontrolador en condiciones in vitro, se mantienen en amplios rangos de temperatura y pH.
Ademds, de mantener su efectividad sumado con co-formulantes siliconados, lo que ayuda en la
aplicacion en plantas de Kiwi.

No se pudo obtener resultados en campo, ya que la patogenicidad del microorganismo en seres
humanos es dudosa, representando un posible riesgo sanitario. Como proyeccion, se propone
realizar los ensayos pertinentes para asegurar la inocuidad de nuestro biocontrolador y asi probar
su aplicacién en plantas de kiwi, en su estado nativo.

19. RECOMENDACIONES

Indique las recomendaciones/sugerencias que se consideran relevantes en relaciéon con lo
trabajado durante la ejecucion del proyecto.
Como proyeccion del trabajo se recomienda tener un estudio certero de la inocuidad de

biocontrolador utilizando herramientas bioinformaticas.
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20. ANEXOS

1. Caracterizacion genética y metabdélomica de los extractos producidos por el
biocontrolador.

1.1 Secuenciacién del Genoma

Para la secuenciacién del Genoma, se hizo crecer el microorganismo productor en medio liquido
Luria Bertani (LB) a 25°C durante 24 horas. Posteriormente, se tomé una alicuota de 10 pl y se
sembré por agotamiento en placas de medio LB, incubandose a 25°C durante 48 horas.

Para la extraccion del material genético, se tomd una colonia del microorganismo productor y se
crecioé en medio liquido LB a 25°C, hasta alcanzar una densidad 6ptica (OD) de 1 UA. Luego se
tomo una alicuota de 1 ml del cultivo bacteriano y se centrifugé a 10000 RPM por 10 min, con el
objetivo de obtener un pellet bacteriano. La extraccion se realiz6 usando el kit Wizard® Genomic
DNA Purification Kit, siguiendo las instrucciones del fabricante.

La secuenciacion del genoma fue realizada por el servicio MicrobesNG, a través de la tecnologia
lllumina. Los resultados crudos de esta se presentan en la Tabla 1.

Median Mean CX/Z?Qge Number | Number of Reads w/
Sample ID Insert | Coverage | Excluding Os | of Reads Insert Size > 300
39469 Afl 736 126.904 126.916 1125263 941245
39470_Af2 743 150.421 150.439 1341506 1139746
39471 Af3 743 178.43 178.451 1570170 1387741

Tabla 1: Datos crudos de la secuenciacion del genoma del microorganismo productor.

El ensamble de los reads fue realizado por el servicio MicrobesNG como parte del servicio. Los
resultados del ensamble se presentan en la Tabla 2.
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# Total
# contigs| Total Length
contigs | > 1000 | Length | > 1000 # Largest| Total GC
Sample ID | >0bp bp > Obp bp Contigs | Contig | Length % N50 N75 | L50 | L75
39469 Afl| 86 20 |4257498|4240512| 24 |746811|4242977|56.79|423548|273608| 4 7
39470_Af2| 83 20 |4256053|4240214| 25 |746811|4243416|56.79|423548|299709| 4 7
39471 _Af3| 78 18 |4255294|4239435| 25 |746811|4243660|56.79|423548|299709| 4 7

Tabla 2: Datos del ensamble de los reads obtenidos en la secuenciacién del microorganismo

productor.

1.2 Anotacion del Genoma

Para realizar la anotacion del genoma se utilizé el servidor RAST (Rapid Annotation using
Subsystem Technnology) y el genoma que se anot6 fue el 39469 Afl. Los resultados de la
anotacion se muestran en la Tabla 3.

Genome Alcaligenes faecalis
Domain Bacteria
Bacteria; Proteobacteria; Betaproteobacteria; Burkholderiales; Alcaligenaceae; Alcaligenes;
Taxonomy Alcaligenes faecalis
Size 4257498
GC % 56,8
N50 423548
L50 4
# Contigs 86
#
Subsystems 304
# CDS 3995
# RNA 59

Tabla 3: Descripcion General de la Anotacion del Genoma Af1.
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La anotacién del genoma Afl arroj6 3995 secuencias codificantes, clasificadas en 304
subsistemas, tal como se ve en la Figura 1.

Subsystem Category Distribution Subsystem Feature Counts

Cofactors, Vitamins, Prosthetic Groups, Pigments (139)
Cell Wall and Capsule (28)

Virulence, Disease and Defense (47)
Potassium metabolism (7)
Photosynthesis (0)

Miscellaneous (48)

Phages, Prophages, Transposable elements, Plasmids {0)
Membrane Transport (133)

Iron acquisition and metabolism (16)
RNA Metabelism (49)

Nucleosides and Nucleotides (72)
Protein Metabolism (184)

Cell Division and Cell Cycle (0)

Motility and Chemotaxis (16)

Regulation and Cell signaling (27)
Secondary Metabolism (15)

DMA Metabolism (60)

Fatty Acids, Lipids, and Isoprenoids (74)
Nitrogen Metabolism (32)

Dormancy and Sporulation (2)
Respiration (119)

Stress Response (63)

Metabolism of Aromatic Compounds (67)
Amino Acids and Derivatives (305)
Sulfur Metabolism (16)

Phosphorus Metabolism (20)
Carbohydrates (157)

Figura 1: Distribucién de las secuencias codificantes del genoma Afl y su distribucion en
subsistemas.

1.3 Identificacidon de agrupamientos biosintéticos presentes en el genoma Afl

Para identificar agrupamientos biosintéticos presentes en el genoma, se realizé un analisis
utilizando el servidor antiSMASH. Para el analisis se utilizaron parametros de busqueda
sugeridos por el servidor. Los agrupamientos identificados en el genoma se presentan en la
Tabla 4.

Region Type From (bp) | To (bp)
Contig 1 Ectoine 626900 637292
Contig 2 T1PKS 447146 494720
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NRPS-
Contig 5 Resorcinol 12665 89105
Contig 6 Betalactone 1 19965 48099
Contig 6 Phosphonate 227532 268410
Contig 8 Betalactone 2 113340 144529
Contig 9 Terpene 27175 48905

Tabla 4: Regiones de metabolitos secundarios identificados en el genoma del
microorganismo productor

1.4 Andlisis de metabolitos secundarios

Para determinar que compuestos estarian involucrados en el efecto antimicrobiano contra la
Psa, se llevd a cabo un analisis LC-MS. El microorganismo productor fue crecido en medio LB
liquido, hasta alcanzar una densidad 6ptica (OD) de 1. Se tomaron 4 muestras de 1 ml cada una,
las cuales fueron centrifugadas a 10000 RPM por 10 minutos para obtener un sobrenadante libre
de células. El sobrenadante fue filtrado usando filtros pirinola con tamafio de poro de 0,2 pum.
Los extractos filtrados fueron enviados al servicio Creative Proteomics para su analisis. Los
metabolitos obtenidos fueron comparados con la bibliografia disponible, para identificar su
potencial antimicrobiano.

Molecular
RT [min] m/z Weight Name Type Ref
2,816 89,03812 88,03054 Quinoline Antibacterial Q)
2,863 103,04942 102,04185 Cycloserine Antibacterial (2)
2,3-Diaminopropionic Antibiotic
1,719 105,0695 104,06224 Acid Precursor 3)
0,632 266,15948 113,59816 Sydonic acid Antibacterial (4)
5,699 |136,02065 135,01334 Benzothiazole Antibacterial (5)
Antibiotic
3,148 |136,07437 135,06713 3-Aminoacetophenon Precursor (6)

Informe Técnico Final - Proyectos de Emprendimiento Innovador

V10-08-2020
Pag. 21




3,398 |147,05429 146,04712 4(3H)-quinazolinone Antibacterial (7)
6,409 150,03603 149,02877 Benzyl Isothiocyanate Antibacterial (8)
1,334 165,05363 164,04625 p-Coumaric acid Antibacterial (9)
4,19 184,09573 183,08821 3-phenyllactic acid Antibacterial (10)
0,872 263,05963 262,05242 rhein Antibacterial (11)
4,235 581,36151 580,35407 Bacillaene Antibacterial (12)

Tabla 4: Metabolitos secundarios con potencial antimicrobianos identificados en el analisis

Efectividad [%]

2. Efectividad del biocontrolador en condiciones in vitro.
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Figura 2: Porcentaje de efectividad del método de biocontrol frente a Psa bajo diferentes
condiciones de temperatura.

Informe Técnico Final - Proyectos de Emprendimiento Innovador

V10-08-2020
Pag. 22




Figura 4: Ensayo de antagonismo en medio soélido. A) Biocontrolador, B) Control Negativo, C)
Control Cobre.
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3. Efectividad del biocontrolador en plantas de invernadero.

3.1 Ensayos en discos de hojas de kiwi

gkt
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Figura 5: Porcentaje de supervivencia del fitopatdbgeno Psa en discos de hoja. Se
observa una reduccién del 100% de supervivencia a 20%.
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3.2 Ensayos en plantas
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Figura 6: Porcentaje de dafio en hojas de plantas de kiwi por infecciébn de Psa. Se
observa una que el porcentaje de dafio es casi nulo al aplicar el bocontrolador (AF-

PSA).
Efectividad del biocontrolador en campo.

Se adjunta link de acceso a paper sobre patogenisidad de Alcaligenes spp.
https://bmcinfectdis.biomedcentral.com/counter/pdf/10.1186/s12879-020-05557-8.pdf
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5. Formulacién para el biocompuesto natural contra Psa

5.1 Ensayos de Estabilidad Fisicoquimica

Aok Kok
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Figura 7: Ensayo de efectividad del biocompuesto contra PSA a diferentes
pH luego de 48 horas.
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Figura 8: Efecto de la radiacion UV en la sobrevivencia del biocontrolador.

5.2 Ensayos de Formulacién

Compuesto Principio Activo
Silwet TX 100 3-(polioxietilen) propilheptametiltrisiloxano
Humeasil 3-(polioxietilen) propilheptametiltrisiloxano
Break Eter de alilo etoxilado propoxilado y 3-(polioxietilen) propilheptametiltrisiloxano
Regulux Acido Ortofosférico
Indicate 5 Acido Ortofosférico y Nonifenol Etoxilado

Tabla 5: Coformulantes utilizados en los ensayos de formulacion
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Figura 9: Evaluacion del crecimiento del microorganismo productor del
compuesto antimicrobiano (Alcaligenes spp.) en presencia de diferentes
coadyuvantes de uso agricola.
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Figura 10: Evaluacion de la efectividad del compuesto antimicrobiano, en presencia
dediferentes coadyuvantes de uso agricola.
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6. Desarrollo la estrategia y titularidad de la proteccién intelectual.

El desarrollo de la estrategia de proteccion intelectual se lleva a cabo netamente por el
asociado (PUCV) quien, en una primera instancia reviso los resultados preliminares del
proyecto obtenidos en el laboratorio. Luego, realiz6 un acuerdo de participacion entre
Asociado y ejecutor definiendo los compromisos de cada uno. Posteriormente, realizé un
estudio del estado del arte en relacion al uso del microorganismo productor Alcaligentes spp,
como uso de biocontrolador (Figura 6).

BUSCADOR
Ne  /SOLIITUD DE NOMBRE INFORMACION ANO  INVENTOR / SOLIITANTE OBSERVACION
PATENTE
[An Alcaligenes faecalis B137W is preserved in China Center for Type Culture Collection en May 7,
2013, and has a preservation number of CCTCC NO:M2013176. A fermentation filtrate of the biisqueda: Alcaligenes
above strain has an inhibition effect on Rhizoctonia solani, Fusarium graminearum, i 1ESeh 5 $Ukd faecalis and patent. Se
1 |Google Patent Alcaligenes faecalis strain Colletotrichum capsici and Alternaria alternate, the inhibition effect of the fermentation filtrate |2013 SETSH, Hunan Agricultural  |https://patents.gooele.com/patent/CN103436465A en analiza el biocontrol de la
[an the Rhizoctonia solani is strongest, and the inhibition rate of the fermentation filtrate of the University. cepa contra distintos
[Alcaligenes faecalis B137W to the Rhizoctonia solani is 60.26% and is equal to the Inhibition of hongas.
validamycin to the Rhizoctonia solani, so the stain can be developed into bic-control agents.
A biofertilizer composition and method of manufacturing the same contains a microorganism
US20200131096 - BIOFERTILIZER consortium in culture medium, a first additive having an organic acid chelating agent, a second Lttps.//oatentstoneion nt/searchfenfdetail jst o Usasagsaaa |AlcallEenes and faecalls
2 |patentscope COMPOSITION AND METHOD OF additive having a nitrogen source, a potassium source,  chelated metal, and a salt, and water. (2020 PP P : and metabolites and
MANUFACTURE The microcrganism consortium comprises, at least, beneficial lactic acid fermenting microbes, - agriculture
bacteria belonging to the Bacilli class, and yeast. Saboshan o
The present invention relates production of from SINGH, Harkesh Bahadur
bacteria, their ion and their applicationente  plants for augmented RAY, Shatrupa
IN201911020119 - A NOVEL NANO- plant growth and defense response. Th used in the current invention RAJPUT, Rahul Singh o5 /oatentscone.wioo int/searchyen detallofdocld Na12323562 | CAIIEENeS and faecalis
3 |Patentscope BIOPESTICIDE FORMULATION AND was Alcaligenes faecalis BHU 12, grownin the presence of a concentration gradient of dead cell (2020 SINGH, Prachi a fin*Pl{: 13850K.33143.1 sl — and metabolites and
METHOD OF PREPARATION THEREOF powder of Sclerotium rolfsii, a disastrous A was \5/"::?:’;‘:1"“1" oo SRRl agriculture
ukool
from effective their efficacy against several fungal plant DUBEY, Rajosh Kumar
pathogens. SARMA, Birnchi Kumar
alcaligenes faecalis and
it La
'+ |batensco WO02014035319 - RHIZOBACTERIA AND  [The inventicn relates to the rhizobacterium Bacillus thuringiensis strain AZP2 and the use o1 L MUSK Saime Ittps://patentscope. wipo.int/search/en/detail,is 7 docld=WO02014035 ""t*’;:i‘:s:"f;a’“mm e
pe USES THEREOF thereof in improving plant growth and tolerance to bietic and abiotic plant stresses 3198 cig=P10-13BTRC-49507-1 pa
con el desarrollo de un
biofertilizante.
Taecalls and
The present invention provides an agent fer inducing resistance phytopathogens La
against phytopathogenic microorganisms in plants wherein the agent is an extract of biomass patente se relaciona con
from non-plant-pathogenic microorganisms obtainable by the following process: a) resuspending hitps://patentscope.wipo.int/search/en/detail.jsf?docld=W01997045 |l uso de
4 |Parentscope WOLSS7045018 - PLANT IMMUNIZATION COMPOSITIONS |+ 200g (ary weight} of biomass from non-plant-pathogenic microorganisms perliter of |12 MOESINGER, Egon D1BE cid=P10-L3BTRC-49507-2 microorganismos no
inorganic or organic solvent; b stirring at room temperature for 1 to 12 hours; c} incubating; d) patétencs para inducir
resuspending; e) allowing to cool 1o room temperature; and f) optionally filtering respuesta de defensa en
.
Bacteriarl strain pesSasting DOth DACteriGatatic and TUNgIStatic actvity [BIocentrol actvity] planta
cnarmenzamnofAn‘caﬁgenes faecalis strain |against pathogens of cyclamen (Cyclamen sp.) was isolated from the soil in Gifu Shin-ichire.
R . L Prefecture, Japan, and characterized with respect to its taxanomic and biocontrol Yokoyama, Yoshitomi i  Alcali
5 |scholar Google AD15 indicating biocontrol activity 2013 Adachi, Shuich https://www.istage.ist.go.ip/article/igam/59/2/59 89/ article Busqueda: Alcaligenes
properties. The sequence of its 165 rRNA gene, morphology, biochemistry, and fatty achi, Shuichi

against plant pathogens

acid composition demanstrated that it is a strain most closely related

to Aicalicenes faecalis subsp. faecaiis | MG 12297 The jsolate was

Asakura, Erina Kohyama|

char/ja/

faecalis biecontrol of PSA

Figura 11: Listado de Patentes y trabajos relacionados con biocontroladores
de la especie Alcaligenes spp. Realizando por la OTL PUCV (objetivo incompleto).
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7. Desarrollo de un modelo de negocios

Modelo de negocio PSA-free

Socios claves

El servicio agricola y
ganadero (SAGC)y
Universidades
quienes prestaran
su apoyo al
desarrollo de
prototipos y
validacion de estos

Abogados para la
redaccion de
contratos de
transferenciay
proteccion
intelectual

Estructura de costes

Actividades
claves

Investigar y desarrollar la
tecnologia

Validar esta a través de pruebas
de laboratorio, in vivo y campo
Desarrollar estrategias de
proteccion intelectual
Redactar contratos de
licenciamiento y transferencia
tecnoldgica

Recursos claves

Contamos con un
laboratorio
especializado en
microbiologia.
Personal en el
estudio y desarrollo
de estrategias
biolégicas

Pago de servicios de analisis
Compra de insumos necesarios para el desarrollo de la

tecnologia

Pago de servicio de Abogados

Propuesta de
valor

Nuestra tecnologia
se basa en el uso de
microorganismos
nativos aislados
desde plantas de
kiwis, los cuales son
eficientes y seguros
de usary a su vez
compatibles con la
agricultura organica

Relaciones con el
cliente

Relacion directa a
través de
colaboracion en el
desarrollo de nuevas
tecnologias y
mejoramiento de las
existentes

Canales

A través de visitas y
reuniones

Fuente de ingresos
Contratos de licenciamiento y transferencia tecnolégica

Figura 12: Modelo de negocio PSA-free.

Segmentos de
clientes

Empresas de
Biotecnologia
orientadas al
desarrollo de
productos para la
agricultura
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