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1. ANTECEDENTES GENERALES

Nombre Ejecutor: Consultora Profesional Agraria Sur Ltda

Carsol Fruit S.A

Marcos Fierro Andreu
Guillermo Torres Fierro
Manuel Valderrama Sanhueza
Rakiduam Limitada

Rolando Calvanese Bello

Nombre(s) Asociado(s):

Coordinador del Proyecto: Jorge Alejandro Leiva Valenzuela

Regiones de ejecucion: Nuble y Biobio
Fecha de inicio iniciativa: 1/06/2017
Fecha término Iniciativa: 31/08/2020

2. EJECUCION PRESUPUESTARIA DEL PROYECTO

Costo total del proyecto
Aporte total FIA

Pecuniario
Aporte Contraparte No Pecuniario
Total

Acumulados a la Fecha

Aportes FIA del proyecto

1. Total de aportes FIA entregados

2. Total de aportes FIA gastados
3. Saldo real disponible (N°1 — N°2) de aportes FIA
Aportes Contraparte del proyecto

Pecuniario

9 Aportes Contraparte programado —
No Pecuniario

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

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

Dentro de las actividades realizadas y no informadas del Gltimo periodo, que tienen
relevancia para las conclusiones del proyecto, hacen referencia a la evaluacién de los
cancros formados en los cerezos inoculados con la bacteria Pseudomonas syringae pv.
Syringae. Para calificar el dafio causado por la P. syringae pv. syringae, arbitrariamente
se valor¢ la severidad (S) del dafio en una escala de 0 a 3, siendo 0 planta sana, 1 dafio
leve, 2 dafio moderado, y 3 dafio severo (Anexo 9). Para cuantificar el dafio causado por
la enfermedad y comparar entre los tratamientos se obtuvo un indice de dafio (ID),
adaptando la formula propuesta por Moragrega et al., 2003 para evaluar P. syringae
pv.syringae en peras.

ID= leve + (moderado x 2) + (severo x 3)/ (Nt x Smax)

Donde, Nt= numero de inoculaciones por replica, Smax= Severidad maxima
considerada, que en este caso seria 3.

Si bien el tratamientos testigo (T0) fue en ambos casos el que presentd el menor indice
de dafio con diferencia estadistica significativa, dentro de los tratamientos inoculados
con la bacteria viva de P. syringae pv.syringae, las vacunas (T1 a T3) generaron el mejor
control al presentar el menor ID tanto en campo como invernadero.

En este periodo también se procesaron los analisis enzimaticos y de polifenoles totales
pendientes de la primavera de 2019, aunque no fue posible realizar las pruebas de otofio
correspondientes en cerezos, por la restriccion cuarentenaria y anillo sanitario que afecto
a la ciudad de Chillan desde fines de marzo al 4 de mayo de 2020.

Dentro de las actividades de difusiéon se confecciond boletin divulgativo electrénico,
siendo promovido en agricultores, técnicos y plataformas como la del Centro virtual de
apoyo al emprendimiento e innovacién agroalimentaria y forestal para extensionistas de
la Region del Biobio y Nuble (CIRA), conformado por mas de 400 profesionales del agro.

Finalmente, durante este periodo se perfeccioné el plan de negocios, con el objetivo de
obtener mejores indicadores de la viabilidad del proyecto.

3.2 Resumen del proyecto

Informe técnico final
V 2018-06-29
Pag. 4



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

Entre los afios 2017 a 2020, con el objetivo de producir 2 productos biotecnolégicos, de
ahora en adelante “vacunas”, se usaron como bases inductores de los mecanismos de
defensa de las plantas, extractos de material biol6gico de los hongos Trametes versicolor
y Grifola gargal unidos a lisados biol6gicos de Botrytis cinerea para el control de botrytis
en ardndanos y a lisados de Pseudomonas syringae pv. syringae, para cancer bacterial
en cerezos (Anexo 5).

El proyecto comenz6 con la implementacion de infraestructura (Anexo 1), recoleccion,
aislamiento de material vegetal y reconocimiento del hongo Botrytis cinerea y la bacteria
Pseudomonas syringae pv. Syringae (Anexo 2), desde huertos productivos de la region
de Nuble de propiedad de asociados del proyecto. El material obtenido fue almacenado
en un cepario base para la preparacion biologica de las vacunas a evaluar. De las
formulaciones inicialmente propuestas, se seleccionaron 2 en concordancia con las
respuestas iniciales a nivel enzimatico en las hojas (Anexo lll). Las formulaciones
definitivas se evaluaron durante 2 temporadas agricolas (2018/19 y 2019/20) en campos
comerciales como en invernadero bajo condiciones controladas.

Para las evaluaciones en cancer bacterial en cerezo, las pruebas en terreno se llevaron
a cabo en productores de la comuna de Quillén, en la variedad Lapins sobre patron Colt,
de 2 afios. Para botritis en ardndanos, los ensayos se realizaron en la localidad de
Dadinco, Comuna de San Nicolas, predio perteneciente a la agricola y exportadora
Carsol Fruit S.A (Anexo 4). Por la predisposicién a la enfermedad generada por botrytis,
todos los ensayos en arandanos se llevaron a cabo en el cv. Star. bajo condiciones
controladas en invernadero, ambos ensayos se realizaron en la comuna de Chillan. A
diferencia de las evaluaciones de campo, la cv. Utilizada en invernadero fue Skeena®
sobre patron GiSelA®12, ademas estas plantas se desarrollaron bajo manejo
hidroponico en macetas de plastico, en sustrato de fibra de coco, con fertirrigacion
permanente (Anexo ).

Para realizar las evaluaciones se definieron 6 tratamientos con 5 repeticiones, en dénde:
TO= testigo absoluto, T1= vacuna Foliar T2= Vacuna suelo y foliar, T3= vacuna suelo,
T4=Tratamiento quimico T5= Sin Vacuna con Infeccion directa. (Anexo 6)

Para T4 en arandanos, como control quimico de botritis se utilizé el i.a Piraclostrobina
producto comercial Comet® (1 mL/L), para cerezos (cancer Bacterial) corresponde a i.a
sulfato de cobre pentahidratado, producto comercial Agrocopper® SP (1 gr/L).

Las aplicaciones para el control de botrytis en arandanos se realizaron a inicio de flor
(menor 10%), repitiendo a los 12 a 15 dias. 7 dias posteriores a la primera aplicacion de
los tratamientos, en T1 a T5, fueron asperjados con una suspension de conidias del
hongo Botrytis cinerea a una concentracién estimada de 10%° conidiosporas por mL.

En cerezos, para el control de cancer bacterial, las aplicaciones correspondientes de los
tratamientos se realizaron en 2 etapas fenolédgicas, correspondiendo a los periodos
natural de mayor actividad de la bacteria Pseusomonas syringae pv. syringae. De esta
manera, el primer muestro se realizé en primavera sobre hojas nuevas expandidas y
maduras de la temporada, repitiendo con hoja activa previo a caida de hojas en otofio. 7
dias posteriores a las aplicaciones de los tratamientos de la primera temporada
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(primavera 2018), los arboles correspondientes a los tratamientos 1 a 5 mediante, fueron
inoculados mediante 6 cortes trasversales al eje por planta, con una suspension de 1087
UFC/ mL de la bacteria Pseudomonas syringae pv. syringae. Para el caso de TO, el corte
fue cubierto por agua estéril.

En relacién con las variables utilizadas para validar la respuesta de los formulados se
utilizé en cerezos el indice de severidad o dafio, y caracterizacion de los cancros activos
por tratamiento a otofio de 2020.

En arandanos se utilizd la respuesta en el control de botrytis en flores y frutos. En el
primer caso, se incubaron 15 flores por tratamiento y repeticién, por 10 dias a 22 a 24°C,
bajo la metodologia de camara humeda. La evaluacion fue visual, considerando como
flores afectadas aquellas con claros sintomas del hongo (imagen 3d). Para las
evaluaciones en frutos, en madurez de cosecha se incubaron 15 frutos por 10 dias a 22
a 24 °C, entre 72 a 75% de HR, considerandose afectados por Botrytis cinerea aquellos
frutos que presentaron desarrollo micelial compatible con el hongo.

En ambos casos, tanto para cerezos como ardndanos, 7 dias posterior a la aplicacién de
los tratamientos, se evaluaron enzimas relacionadas con la induccion de metabolitos
secundarios, en especifico, fenilalanina amonio liasa (PAL), ascorbato Peroxidasa (APX),
catalasas (CAT), ademas de polifenoles totales (PT). Las hojas colectadas fueron
enviadas al Laboratorio de Sintesis y Biotransformacién de Productos Naturales de la
Universidad del Bio-Bio, Campus Fernando May de Chillan.

El disefio estadistico utilizado fue completo al azar, con 6 tratamientos con 5
repeticiones, en donde cada unidad experimental estaba conformada por 1 planta o
arbol. Los datos obtenidos fueron evaluados mediante un andlisis de varianza (ANOVA),
utilizando test de Tukey para comparar las medias (P=0,05) cuando se generaba
diferencias significativas en el ANOVA. Los valores obtenidos en proporciones, como los
porcentajes, fueron llevados a distribucién normal mediante la expresion Arco Seno
(X/100)*? recomendada por Dowdy y Wearden (1991) para estos casos.

Resultados:

Incidencia Botrytis cinerea en flores (Anexo 7):

La primera temporada de validacion de las vacunas (2018) en arandanos se pudo
evaluar principalmente la respuesta en campo, debido a que los ardndanos en
invernadero, de material in vitro de 1 afio de edad generé una escasa floracion. Los
tratamientos con “vacuna” (T1, T2, T3) presentaron estadisticamente una menor
incidencia de flores afectadas por B.cinerea, que los tratamientos sin algun tipo de
control, siendo a su vez similar al tratamiento quimico (T4).

La temporada agricola 2019/20 generé una respuesta menos clara entre los
tratamientos. Sin embargo, existe una tendencia en aquellos con “vacuna” presenten
menor infeccién de las flores por B.cinerea. En este Ultimo sentido, en invernadero, T2
presenté la menor presencia de flores afectadas por botritis, siendo estadisticamente
mejor que el testigo. En las evaluaciones de campo no se generaron diferencias
estadisticas significativas entre los tratamientos

Incidencia Botrytis cinerea en frutos (Anexo 8):

Por la escasa floracion en los arandanos bajo invernadero en 2018/19 no se realizaron
las evaluaciones en frutos. En relacion a las pruebas en campo en la primera temporada
de evaluacién, no se encontraron diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos. Sin embrago, se observa una tendencia en que los tratamientos que
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tuvieron algun tipo de control foliar (T1, T2 y T4) presentaron menor numero de frutos
con B.cinerea. Si bien en TO se obtuvo la menor cantidad de frutos afectados por el
hongo, éste no fue asperjado con la solucion de conidias activas de botritis. En la
temporada 2019, el tratamiento en invernadero con aplicacién de la “vacuna” via drench
al suelo (T3), presenté mayor actividad de frutos con B. cinerea, siendo éste tratamiento
estadisticamente superior a TO y al tratamiento con aspersién de conidias del hongo
B.cinerea (T5). En las evaluaciones en campo no se generaron diferencias entre los
tratamientos, en donde ademas se obtuvo una baja presencia de frutos afectados
independiente del tratamiento. Debido a la situacion descrita se procedid a repetir la
evaluacion, obteniéndose similares resultados.

Cancros en cerezos (anexo 9):

Para calificar el dafio causado por la P. syringae pv. syringae, arbitrariamente se valoré
la severidad (S) del dafio en una escala de 0 a 3, siendo 0 planta sana, 1 dafio leve, 2
dafio moderado, y 3 dafio severo. Para cuantificar el dafio causado por la enfermedad y
comparar entre los tratamientos, se obtuvo un indice de dafio (ID), adaptando la férmula
propuesta por Moragrega et al., 2003 para evaluar P. syringae pv. syringae en peras.

ID= leve + (moderado x 2) + (severo x 3)
Nt X Smax

Donde, Nt= numero de inoculaciones por replica, Smax= Severidad maxima
considerada, que en este caso seria 3.

En ambos casos, como se podia prever, el tratamiento no inoculado (TO) presenté un ID
menor, atribuyéndose los casos positivos a infecciones posteriores a las inoculaciones
de los demés tratamientos. En relacion a los tratamientos inoculados (T1 a T5), si bien
no se generd diferencias estadisticas significativas entre ellos, los tratamientos con
vacunas presentaron indices ID menores a T4 y T5 en ambas condiciones de
evaluacion.

Los indices de dafio fueron mayores en campo que invernadero, debido principalmente a
la mayor presencia de cancros categorizados como severos. Del mismo modo, para
ambas condiciones, T4 presentd los mayores ID, lo cual podria atribuirse a una pérdida o
diminucién de la microbiota protectora por el cobre asperjado (i.a sulfato de cobre
pentahidratado) previo a la inoculacién de la bacteria P. syringae pv. syringae.
Exceptuando el testigo absoluto (T0), los tratamientos con vacuna (T1 a T3) presentaron
una menor distribucién de los cancros considerados severos, tanto en campo como en
invernadero. En el mismo sentido, en invernadero la severidad que mayormente se
produjo fue moderado, y en campo subio a severo.

Actividad enziméatica y polifenoles totales (Anexo 10)

En arandanos, 15 y 30 dias después de la primera aplicacién de los tratamientos, se
colectaron hojas para monitorear polifenoles totales y la actividad de enzimética de la
fenilalanina amonio liasa (PAL), ascorbato peroxidasa (APX) y catalasa (CAT), enzimas
relacionada con produccion y activacion de metabolitos secundarios que incrementaran
la tolerancia a los patégenos en estudio. En cerezos también se relazaron 2
evaluaciones, 7 dias después de los tratamientos de primavera y otofio respectivamente.
De acuerdo con los resultados obtenidos, no fue posible concluir que alguno de los
tratamientos influyera sobre las actividades enziméticas evaluadas. Las condiciones
ambientales durante el periodo de muestreo parecen tener mayor influencia que las
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formulaciones evaluadas. Por los resultados obtenidos, en la primavera 2019 en cerezo,
se incrementaron las evaluaciones para establecer un monitoreo, mas que un punto de
evaluacion. De esta manera, se considerd 7 y 14 dias posterior a la aplicaciéon de los
tratamientos, sin embargo, no se obtuvieron resultados concluyentes, como los
publicados por Salamah et al., 2001, quienes encontraron un incremento de la actividad
de la PAL en células de tabaco BY-2 in vitro, después de 6 horas de aplicado un extracto
proteico denominados Harpin, extraido de la bacteria Pseudomonas syringae pv.
glicinea. Por su parte, Zhang et al., 2010, determinaron in incremento de un 46,84% en la
actividad de la enzima fenilalanina amonio liasa, de un 109,5% en la actividad de
peroxidasas y un 111% de incremento en la actividad en la polifenol oxidasa después de
asperjar en plantas de tomates un extracto proteico extraido del hongo Botrytis cinerea.

Analisis comercial (Anexo 11).

Como analisis comercial se hace hincapié en las 3 bases principales de un plan de
negocios, que corresponde a Mix Comercial (5P del Marketing), Modelo Canvas y Flujo
de Caja.

En relacién con el mix comercial se enfatiza en la importancia de promover un producto
definido en cuanto calidad, disefio y marca, entendiendo que se debe promover dentro
de una cadena de comercial que normalmente esta invadida de productos
suplementarios o alternativos a las enfermedades a controlar por las vacunas. Para
validar comercialmente el negocio, se realizé un flujo de caja que considero una
incorporacion al mercado en un 1% del total de hectareas a nivel nacional de arandanos
y cerezos, con 3 repeticiones por temporada para ELICIBAC y 4 veces para ELICIBOT
por hectarea. Al segundo afio consideramos una tasa de participacion del 2,5% del total,
esto debido a inyeccién de dinero en marketing con fuertes campafas publicitarias
logrando posicionar el producto en un 2,5% a nivel nacional. Para los posteriores afios
se mantiene una participacion sostenida de 2,5% a 3% del mercado. La inversion
contempla sélo el costo en equipos, no considera infraestructura como planta de
produccion, bodegas u oficinas, de $51.641.265, el cual es recuperado al 2do afio de
incorporarse al mercado. El ROI financiero (Retorno de la inversion) nos dice que, al
cabo de 5 afios, por cada peso de inversion se generan 5 pesos de utilidad.

El valor actualizado neto (VAN) del proyecto da la suma de $55.042.764, considerando
una tasa de descuento del 14%. La tasa interna de retorno (TIR) es de un 32%,
concluyendo que es una mejor alternativa invertir en el proyecto, que en fondos de
menor riesgo.
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4. OBJETIVO GENERAL DEL PROYECTO

Desarrollar dos productos biotecnol6gicos comercializables para el control de botrytis en
arandano y cancer bacterial en cerezos.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS (OE)
5.1 Porcentaje de Avance

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

alcanzados.
O % de avance
OE Descripcion del OE al término del
proyecto?!
1 Obtencidn de vacuna para el control de Botrytis cinerea en ardndanos. 100%
> Obtencion de vacuna para el control de Pseudomona syringae en 100%
cerezos.
Que el tratamiento con el producto vacuna sea efectivo para el control
3 S 3 - 100%
de Botrytis cinerea en Arandanos en condiciones de campo
Que el tratamiento con el producto vacuna sea efectivo para el control
4 : . 100%
de Pseudomonas syringae en Cerezos en condiciones de campo
Determinar los costos de produccion de las vacunas ante una
5 . s 100%
determinada escala de produccién
5 Modelo de negocio para la comercializacion de productos 100%
comerciales
6 Integrantes de la cadena de valor del rubro Ardndanos y Cerezos 100%

conocen el proyecto.

1

Para obtener el porcentaje de avance de cada Objetivo especifico (OE) se promedian los porcentajes

de avances de los resultados esperados ligados a cada objetivo especifico para obtener el porcentaje de
avance de éste Ultimo.
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6. RESULTADOS ESPERADOS (RE)

6.1 Cuantificacion del avance de los RE al término del proyecto

Indicador de Resultados (IR)

NP NO Resultado T A ocha al Fecha
Esperado? Nombre del Férmula de it i S Sl GllElE % de cumplimiento
OE | RE (RE) WO 3 g base® indicador® meta alcance
indicador calculo . e - meta real®
(situacion final) programada
Obtencién de
vacuna para el Producto vacuna No Marzo de
1 1 control de con formulacion 0 1 Agosto de 2017 100
S . corresponde 2018
Botrytis cinerea estabilizada
en ardndanos.
Obtencién de
vaggrrll?rglfzrg ° Producto vacuna No Marzo de
2 2 con formulacion 0 1 Agosto de 2017 100
Pseudomonas - corresponde 2018
- estabilizada
syringae en
cerezos.
Que el
tratamiento con Resultados de la
el producto
vacuna en Lograr
vacuna sea . o
efectivo para el relacion con otros No ef(.ectllwdad . Diciembre de
3 3 control de productos que corresponde 0 S|m|Ie_1r al Junio de 2019 2019 100
S controlan botrytis tratamiento
Botrytis cinerea ;
” en plantas de convencional
en Arandanos 8
- Arandanos.
en condiciones
de campo
Que el Resultados de la No Lograr
4 4 tratamiento con vacuna en 0 efectividad Junio de 2019 Julio de 2020 100
g corresponde o
el producto relacion a otros similar al
2
Resultado Esperado (RE): corresponde al mismo nombre del Resultado Esperado indicado en el Plan Operativo.
3 Nombre del indicador: corresponde al mismo nombre del indicador del Resultado Esperado descrito en el Plan Operativo.
4 Férmula de célculo: corresponde a la manera en que se calculan las variables de medicion para obtener el valor del resultado del indicador.
5 Linea base: corresponde al valor que tiene el indicador al inicio del proyecto.
6 Meta del indicador (situacion final): es el valor establecido como meta en el Plan Operativo.
7 Fecha alcance meta programada: es la fecha de cumplimiento de la meta indicada en el Plan Operativo.
8

Fecha alcance meta real: es la fecha real de cumplimiento al 100% de la meta. Si la meta no es alcanzada, no hay fecha de cumplimiento.
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N° N° Resultado Indicador de Resultados (IR) % de cumplimiento
vacuna sea productos que tratamiento
efectivo para el controlan convencional
control de Pseudomonas en
Pseudomonas plantas de
syringae en Cerezos.
Cerezos en
condiciones de
campo
Documento con Definir el valor
planilla con todos No o Marzo de
5 unitario de cada Marzo de 2020 100
los costos corresponde producto 2020
Desarrollar asociados
modelo de Figura comercial Al menos una
productos 9 definid figura comercial. Mayo de 2020 Julio 2020 50%
biotecnolégicos efinida
para el control 2 prototipos; uno
5 del cancer P pos;
- . para Ardndanos
bacterial y Prototipos No otro para
6 botrytis en disefiados con corresponde ()Ilerezoz o5 Diciembre de 2019 Julio de 2020 100
arandanos y marcay envase P . .
unidades de
cerezos cada uno
respectivamente
Prospeccion de ;
mercado 1 |nforme_(lje Mayo de 2019 Mayo de 2019 100
. prospeccion
realizada
Integrantes de la Porcentaie de
cadena de valor conocimieglto del Sobre el 50% de
del rubro rovecto por No los clientes
6 7 arandanos y proy p potenciales Diciembre de 2019 Junio de 2020 100
cerezos parte_d;e corresponde conocen el
conocen el potenciales proyecto
proyecto clientes
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Descripcion y justificacion del cumplimiento de los resultados del proyecto.

La variacidn en las fechas de alcance en las metas se debe principalmente al retraso inicial en la implementacién de infraestructura,
sumandose posteriormente a variaciones no programadas en metodologias y procesos en la obtencién de las vacunas. La
modificacion del cronograma de actividades, presentado en plan operativo inicial, no afectd los resultados esperados y sus

indicadores en cada objetivo especifico.

En relacion con la figura comercial, se valora o califica en un 50%, porque existe actualmente un preacuerdo comercial con una
empresa del area de la nutricién y sanidad vegetal, para que desarrolle comercialmente las vacunas. Este convenio depende de los
resultados alcanzados en nuevas pruebas y validaciones técnicas, que se pretenden desarrollar dentro de 2 temporadas agricolas.
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Documentacion de respaldo (indique en que n° de anexo se encuentra)
Se debe considerar como informacién de respaldo: graficos, tablas, esquemas y figuras, material gréfico, entre otros, que permitan

visualizar claramente los antecedentes que sustentan las conclusiones y recomendaciones relevantes del desarrollo del proyecto.

La informacion de respaldo se encuentra descrita en los anexos que van del 1 al 13.
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Indicador de Resultados (IR)

; Resultado Fecha
N° N° Resultado Nombre del Férmulad Linea 'Mg:'.ta gel Fecha alcance | ' pionido | alcance % de
OE | RE | Esperado (RE) (ellelfe @l eliTalLliel e base ni2ligeielols meta cumplimiento
indicador calculo (situacion meta
final) PO real
Obtencién de
vacuna para el Producto vacuna No Marzo de
1 1 control de con formulacion corresponde 0 100 Agosto de 2017 Logrado 2018 100
Botrytis cinerea estabilizada
en arandanos.
Obtencién de
vacuna para el
control de Producto vacuna No Marzo de
2 2 con formulacion 0 100 Agosto de 2017 Logrado 100
Pseudomonas estabilizada corresponde 2018
syringae en
cerezos.
Que el
tratamiento con Resultados de la
el producto
vacuna en
ef\éi?i:(r)la Z(raaael relacion a otros No Diciembre
3 3 P productos que 0 100 Junio de 2019 Logrado 100
control de controlan botrytis corresponde de 2019
Botrytis cinerea
P en plantas de
en Arandanos Arandanos
en condiciones '
de campo
Que el
tratamiento con Resultados de la
el producto
vacuna en
vacuna sea relacion a otros
efectivo para el roductos que No Julio de
4 4 control de P | q d 0 100 Junio de 2019 Logrado 100
Pseudomonas controlan corresponde 2020
“svrinaae en Pseudomonas en
syringae plantas de
Cerezos en
e Cerezos.
condiciones de
campo
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N° N° Resultado Indicador de Resultados (IR) % de
Documento con
planilla con todos No Marzo de
5 Desarrollar oS COStos corresponde 0 100 Marzo de 2020 Logrado 2020 100
modelo de asociados
productos Prototipos Al menos una Julio de
biotenolégicos disefiados con fiqura comercial Mayo de 2020 Logrado 2020 50
para el control marcay envase 9 '
5 del cancer 2 prototipos; uno
llj:))a::tet.rial y No para Arandanos
6 otrytis en 0 y otro para Diciembre de Julio de
arandanos y corresponde Cerezos. 25 2019 Logrado 2020 100
cerezos unidades de
respectivamente cada uno
1 informe de d d Mayo de
prospeccion Mayo de 2019 Logrado 2019 100
Integrantes de la
cadena de valor Porcentaje de Sobre el 50% de
del rubro conocimiento del No los clientes Diciembre de Junio de
S| 7| imenesy | pojeop i | conesponae | 0| Poencles | Tomg T | Lowao | T | 10
conocen el clientes proyecto
proyecto

Descripcion y justificacion del cumplimiento de los resultados del proyecto.

La variacion en las fechas de alcance en las metas se debe principalmente al retraso inicial en la implementacion de infraestructura,
sumandose posteriormente a variaciones no programadas en metodologias y procesos en la obtencién de las vacunas. La modificacion del
cronograma de actividades, presentado en plan operativo inicial, no afectd los resultados esperados y sus indicadores en cada objetivo
especifico. En relaciéon con la figura comercial, se valora o califica en un 50%, porque existe actualmente un preacuerdo comercial con una
empresa del area de la nutricion y sanidad vegetal, para que desarrolle comercialmente las vacunas. Este convenio depende de los
resultados alcanzados en nuevas pruebas y validaciones técnicas, que se pretenden desarrollar dentro de 2 temporadas agricolas.
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Documentacién de respaldo (indique en que n° de anexo se encuentra)
Se debe considerar como informacion de respaldo: graficos, tablas, esquemas y figuras, material gréafico, entre otros, que permitan visualizar claramente

los antecedentes que sustentan las conclusiones y recomendaciones relevantes del desarrollo del proyecto.
La documentacion de respaldo se incorpora en los anexos 1 a 13.
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6.2 Andlisis de brecha.

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

obtenidos.

No corresponde

7. CAMBIOS Y/O PROBLEMAS DEL PROYECTO

Especificar los cambios y/o problemas enfrentados durante el desarrollo del proyecto.
Se debe considerar aspectos como: conformacion del equipo técnico, problemas

metodoldgicos,

adaptaciones y/o modificaciones de actividades,

resultados, gestién y administrativos.

cambios de

Describir cambios
y/o problemas

Consecuencias
(positivas o negativas), para el
cumplimiento del objetivo
general y/o especificos

Ajustes realizados al proyecto para
abordar los cambios y/o problemas

Cambio en el
equipo técnico.

Positiva, permiti6 avanzar mas
rapido y cumplir con plan
operativo.

Reemplazo de profesional. Juan
Esteban Reyes se incorporé en
reemplazo de Julio Becerra.

Lentitud en
Implementacion del
equipamiento e
inicios de las
actividades.

Se logro el objetivo, pero influyo
en los cambios que sufrid el
proyecto, dentro de ellos las
modificaciones en el equipo
técnico.

Concentrar las evaluaciones de campo e
invernadero en dos afios. En wun
principio se plante6é iniciar con las
evaluaciones en invernadero 1 afio
antes que, en campo, principalmente
para tener el tiempo de validar
metodologia y sincronizar las
actividades que estaban involucradas
desde la formulacion de la vacuna,
hasta la validacion de las analiticas.
Este tipo de ensayos estan limitados por
las etapas fenolicas de los cultivos, en
dénde cualquier cambio requiere
esperar un nuevo ciclo, que en este
caso es de 1 afio.

Andlisis de
laboratorio en hojas
de cerezo de
otofio. Debido a la
pandemia, no fue
posible realizar las
analiticas de hojas
de 2do afio en
cerezos.

Negativa, aunque no influyo en
los resultados.

Se realiz6 una nueva metodologia para
evaluar la respuesta de los formulados,
categorizando el dafio en forma visual
en las hojas, como reaccion
hipersensible a la actividad de bacteria,
(adaptado de Mgbechi-Ezeri, et al.2018)
Probablemente, debido a la avanzada
senescencia de las hojas, al momento
que posible realizar las pruebas, no se
produjeron las respuestas esperadas o
atribuibles a los tratamientos.
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8. ACTIVIDADES REALIZADAS EN EL PERIODO

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

Se realizaron la mayor parte de las actividades, salvo:
¢ Patentamiento de los productos
¢ Dias de campo para difundir el proyecto
e Actividad de cierre

El patentamiento no se efectudé porque se considera que adn se requieren mas ensayos
para perfeccionar los productos generados en el proyecto.
Los Dias de campo y actividad de cierre no se ejecutd por la pandemia.

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

Las actividades programadas que no se pudieron ejecutar no afectaron la obtencién de
los objetivos del proyecto.

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

Practicamente todas las actividades programadas se ejecutaron, salvo las mencionadas
anteriormente (en el punto 8.1).

Las brechas corresponden béasicamente a los tiempos de ejecucién, donde se
evidenciaron atrasos producto del tiempo que demoré la habilitaciéon de infraestructura
de investigacion dado que los equipos provenientes del extranjero llegaron con varios
meses de atraso.

La otra razén del atraso en la ejecucién de las actividades programadas fue el cambio en
la metodologia de la estabilizacion de la vacuna, la cual tuvo que ser modificada para
tener resultados mejores y mas precisos.
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9. POTENCIAL IMPACTO.
9.1 Resultados intermedios y finales del proyecto.

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

En mediano plazo, cuando sea posible desarrollar un producto usando las bases
encontradas en este estudio, serd necesario incorporar personal permanente a una linea
de produccién. En cuanto a la venta, se debera contar con personal técnico para su
desarrollo y venta.

10. CAMBIOS EN EL ENTORNO

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

Cambios principales fueron causados por las restricciones impuestas por la pandemia
SARS COV-2. Para el caso de Nuble, las medidas fueron drasticas desde fines de marzo
de 2019, decretando cuarentena total para la regién, y para caso de la ciudad de Chillan
un anillo sanitario de 40 dias aproximadamente. El cierre del Laboratorio de Sintesis y
Biotransformacion de Productos Naturales de la Universidad del Bio-Bio, (que aun se
mantiene cerrado al término de este informe), no permitié analizar las hojas colectadas,
manteniéndose congeladas a la espera de su proceso. Debido a lo anterior, proyectando
que no seria posible evaluar el material colectado, a fines de marzo se modific6 una
metodologia expuesta por Mgbechi-Ezeri, et al. 2018. Se evallo la respuesta
hipersensible de las hojas después de ser asperjadas con una solucién de bacterias de
Pseudomonas syringae pv. syringae ( 10° unidades/mL) a plantas tratadas previamente
con la vacuna, contrastando con un testigo absoluto asperjado con agua. Sabiamos que
el estado de senescencia de las hojas al momento de los tratamientos dificultaria la
respuesta, siendo el ideal hojas nuevas de la temporada. 7 y 14 dias después de realizar
las aplicaciones se evalu6 en forma visual el estado de las hojas, no siendo posible
detectar algun dafo atribuible la bacteria.
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11. DIFUSION

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

o
Fecha Lugar Tipo de Actividad partic,i\;l)antes Documentacion Generada
Marzo de Presentacion
1 2018 Cato® | Avances a los 10 Anexo 12
asociados
Mayo de Presentacion
2 Cato Avances a los 12 Anexo 12
2019 ;
asociados
3 Diciembre Chillan Entrevista Diario la 4 Entrevista escrita de difusion
de 2017 Discusidn de Chillan regional. Anexo 12
4 Julio de Cato Entrevista Programa 4 Entrevista audiovisual, Anexo
2019 Recorriendo Nuble 12
Anexo 13. Hay boletin que se
divulgé por paginaweb y a
Agosto de - . . listados de correos
5 2820 Chillan | Boletin proyecto Indefinido electronicos de potenciales
clientes y profesionales del
area
Total participantes 30

12. PRODUCTORES PARTICIPANTES

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

12.1 Antecedentes globales de participacion de productores

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

Etnia
N° de (Si corresponde,
Region Tipo productor N° de mujeres hombres indicar el N° de Totales
productores por
etnia)
Nuble  |Productores 3 3
pequefios
Productores 1 1
medianos-grandes

9 Cato corresponde al lugar donde estd ubicado el laboratorio del proyecto y el huerto con
arandanos y cerezos en condiciones controladas.
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Productores
pequefios
Productores
medianos-grandes

Totales 4 4

Los participantes que estuvieron en todas las etapas del proyecto corresponden a los
asociados que explotan huertos de ardndanos y cerezas; una de ellas es la empresa
“Carsol Fruit”, lider en Chile en la produccién de arandano y los otros son tres productores
de Cerezas ubicados en la comuna de Quillon, provincia de Nuble.

12.2 Antecedentes especificos de participacién de productores

Ubicacion Predio - Fecha
Nombre L : . Supe[f|C|e ingreso al
Region Comuna Direccién Postal Ha. proyecto
Marcos Fierro Nuble Quillén No tiene 4 2017
Manuel Nuble Quillén No tiene 5 2017
Valderrama
Guillermo Nuble Quillén No tiene 5 2017
Torres
Carsol Fruit Nuble San Tiene direccién postal en 100 2017
Nicolas Santiago

13. CONSIDERACIONES GENERALES
13.1 ¢Considera que los resultados obtenidos permitieron alcanzar el objetivo

general del proyecto?

Absolutamente, si bien se llegé a nivel de prototipo de producto, con la informacion
recopilada, con los ajustes necesarios a nivel de proceso de la generacion de la vacuna,
producir en el corto plazo un producto comercial que utilice las bases bioldgicas
utilizadas en este proyecto es completamente factible. Es necesario establecer nuevas
pruebas de campo especificas, que considere frecuencia, dosis, compatibilidades,
momentos fenoldgicos de mayor respuesta, todo ello con el objetivo de incorporar esta
tecnologia dentro del manejo de los cultivos. En este Ultimo sentido, desde un principio
se plante6 aportar como una alternativa dentro de un manejo agronémico, ayudando a
reducir el uso de fitosanitarios convencionales.
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13.2 ¢Como fue el funcionamiento del equipo técnico del proyecto y la relacion
con los asociados, si los hubiere?

Siempre fue de completa cordialidad y apoyo para que las actividades y los objetivos se
cumplieran. No queda mas que agradecerles fraternamente.

13.3 A su juicio, ¢Cual fue la innovacibn mas importante alcanzada por el
proyecto?

El uso de productos bioldgicos vivos o en estado de latencia, en base a esporas de
hongos, levaduras o células bacterianas, o sub productos de éstas, son de uso comun y
cotidiano, pero utilizar sus propios lisados celulares como elicitores es menos frecuente,
no existe registro en Chile.
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13.4 Mencione otros aspectos que considere relevante informar, (si los hubiere).

Con los resultados obtenidos hasta hoy es posible proyectar un producto comercial,
aungue para ello se requiere un mayor nimero de ensayos y pruebas que permitan
perfeccionar las formulaciones haciendo mas eficaces los tratamientos. El generar
productos como éste requieren varios afios de pruebas e investigaciones, no obstante, el
proyecto actual tuvo grandes avances que permiten proyectar en un mediano a corto
plazo el ingreso de un nuevo producto al mercado tanto para el control de botrytis en
ardndanos y cancer bacterial en cerezos. Ademas, es posible que el mismo producto
pueda servir para controlar los mismos patégenos o agentes causales en otras especies,
lo cual requerira de otros ensayos.

14. CONCLUSIONES

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

Después de 2 temporadas de evaluaciones, bajo las condiciones que se llevaron a cabo
las pruebas de campo e invernadero, dentro de las principales conclusiones resalta la
respuesta positiva de los formulados “vacunas” en variables utilizadas como respuestas
de control de los patégenos y sus enfermedades consideradas en este estudio. En este
sentido, existen tendencias en que las formulaciones evaluadas disminuyen la incidencia
de Botrytis cinerea en flores, y la severidad de cancros generados por la bacteria
Pseudomonas syringae pv. syringae en cerezos. Con los resultados obtenidos, ademas
de la amplia informacion técnica recopilada, permiten proyectar en el corto plazo nuevos
trabajos de evaluacion y validacion de estas u otras formulaciones similares, que
permitan obtener resultados consistentes y repetitivos en tiempo.

15. RECOMENDACIONES
Sefiale si tiene sugerencias en relacion con lo trabajado durante el proyecto (considere
aspectos técnicos, financieros, administrativos u otro).

Un proyecto como éste requiere muchos mas afios de investigacion para lograr
resultados consistentes que permitan producirlos en forma comercial.

También se sugiere que los informes de avances se entreguen sélo por medios digitales.
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16. ANEXOS:

Anexo 1.- Infraestructura de laboratorio e invernadero.

Anexo 2.- Recoleccion, aislamiento e identificacion de los microorganismos en evaluacion.
Anexo 3.- Evaluacion de formulados vacuna, en relacién con la generacién de polifenoles y
actividad enzimética en hojas.

Anexo 4.- Implementacion ensayos en campo.

Anexo 5.- Elaboracién producto “vacuna” arandano control botrytis cinerea y cerezos
control de pseudomonas syringae pv. syringae.

Anexo 6.- Detalle y especificaciones de los tratamientos.

Anexo 7.- Evaluacion de los tratamientos en el control de botrytis cinerea en flores de
arandano cv. star.

Anexo 8.- Evaluacion de los tratamientos en el control de botrytis cinerea en frutos de
arandano cv. star.

Anexo 9.- Evaluacion de los tratamientos en la formacion de cancros en cerezos.

Anexo 10.- Actividad enzimatica y polifenoles totales hojas.

Anexo 11.- Plan de negocios.

Anexo 12.- Actividades divulgativas.

Anexo 13.- Boletin
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ANEXO 1.- INFRAESTRUCTURA DE LABORATORIO E INVERNADERO.

Para la habilitacion de infraestructura de laboratorio se adquirié un conteiner con mesones,
bafio, lavaplatos y aire acondicionado, a la empresa ARRICAM S.P.A., el cual tiene una
superficie total de 28,8 m2. Este conteiner se instalé en dependencias del asociado Rolando
Calvanese, para lo cual se procedio a estabilizar con material de ripio la superficie en donde
se depositd el conteiner adquirido (Imagen 1).

El conteiner (imagen 2) posee una distribucion que se observa en el plano (imagen 3.), al
dia de hoy se han realizado mejoras, como son la instalacion de interruptores maestros
independientes para el uso del autoclave, asi como la instalacion sistema de gas y de
repisas para los materiales de laboratorio (Imagen 4).
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Imagen 1.- fotografia que muestra el lugar en donde fue emplazado el conteiner, con la superficie
de material para estabilizar la superficie del suelo.
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Imagen 3.- Letrero identificatorio del proyecto en la entrada de Laboratorio.
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Imagen 4 muestra los planos del conteiner y la distribuciéon de mesones desde el
proveedor. A/A indica la zona en donde esta Instalado el aire acondicionado.

Imagen 5.- muestra la estructura interna del laboratorio, en donde se observa piso

flotante, mesones de trabajo, iluminacién por tubos fluorescentes y al fondo aire
acondicionado.




Adquisicion de equipamiento para el desarrollo del proyecto:

Los equipos adquiridos fueron los aprobados en la negociacion del proyecto, donde se
entregaron cotizaciones diversas, las cuales finalmente fueron presentadas en la memoria
de célculo final del proyecto.

Los equipos fueron adquiridos a la empresa Lab Tec, a través de un convenio de pago, en
concordancia con las cuotas de dinero que FIA entregara a Agraria Sur Ltda., durante la
ejecucion del proyecto.

Los equipos adquiridos corresponden a: Liofilizador de laboratorio, autoclave, estufa de
secado con aire forzado, pH metro, estufa de incubacion, contenedor de nitrégeno liquido
y freezer. Cabe sefalar que el liofilizador llego la semana del 3 de Noviembre, y fue
instalado por el técnico autorizado por lab tec 17 de Nov. Lo que produjo un retraso en la
obtencion de los productos vacuna.

Imagen 6.- Descarga Camidn con equipamiento para laboratorio.



Imagen 7.- ay b) equipamiento y personal técnico de Lab Tec ingresando al laboratorio
equipamiento adquirido.



INVERNADERO:

Para la evaluacion de la vacuna de arandano y cerezo en ambiente controlado se adquirid
un invernadero a la Importadora y Comercializadora PRAVER S.A., cuyas caracteristicas
forman un macrotunel de 96 metros cuadrados (12 metros de largo por 8 metros de ancho),
construido por arcos de acero galvanizado de 1,5 mm, con una altura maxima de 3 metros
de alto, con ventilacion lateral accionada manualmente mediante manivelas y una cobertura
plastica de 150 micras, antigoteo (Imagen 8).

Imagen 8.- Invernadero instalado e equipado en plena actividad de desarrollo de los
cultivos.

Las plantas de cerezo utilizadas cv “Skenna” sobre patron GiSelA® 12, fueron trasplantados
en el mes de septiembre a macetas plasticas de 40 litros. Por su parte, los arandanos cv
“Star” trasplantados en la misma fecha, pero en maceras plasticas de 25 litros, utilizando
en ambos casos fibra de coco como sustrato.

El sistema de riego es por goteo (4 I/hr) utilizando como emisores finales 4 estacas de 1 I/hr
por planta anexado por microtibulo a gotero compensado de 4 L/ Hr insertado a planza de
de polietileno de 16 mm. El sistema de inyeccion de fertilizantes es mediante el uso un
venturi de 1/2 pulgada, utilizando programa de Fertirriego basado en las curvas de
absorcion de nutrientes para los cultivos en desarrollo propuestas por Hirzel (2014).



Imagen 9.-. a) Plantas de Cerezos y b) ArAndanos en macetas al interior del invernadero



ANEXO 2.- RECOLECCION, AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE LOS
MICROORGANISMOS EN EVALUACION.

Para la obtencidn de los microrganismos, se contaba desde el afio 2016 en los laboratorios
del asociado Rakiduam aislamientos de micelios de Botritys cinerea de arandanos y cepas
de bacterias Pseudomonas syringae (cancer bacterial).

Sin embargo, a fin de aumentar el cepario con microorganismos y disponer de cepajes de
patdégenos existentes en predios de los asociados, se procedi6 a recolectar tales patbgenos
en los predios de Don Guillermo Torres, en la comuna de Quillébn y en el predio fundo
Dadinco de propiedad de Carsol Fruit. Esta recoleccion permite evaluar la carga microbiana
o nivel de presencia de los patégenos y obtener principios activos de la parte especifica de
la vacuna. Para aislar la bacteria P. syringae pv. syringae se consideré ramillas y con dafio
caracteristico del ataque del patégeno. Para el caso del aislamiento de B. cinérea se utilizé
flores y posteriormente frutos, cuyas cepas una vez airadas e identificadas se mezclaron
para formular la base de la vacuna.

Imagen 1.- Ingeniero Agrénomo Franco Novoa recorriendo predio de Don Guillermo, identificando
y colectando muestras de cancer bacterial.
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Imagen 2.- a) Arbol con cancer bacterial y exudado de goma como efecto de la infeccion. b)

Recoleccion de Muestras en Predio de Carsol Fruit para aislamiento del hongo Botritys cinerea.

Imagen 12.- Planta de arandano, afectada por hongos Fitopatdgenos



Anexo 2a. Aislacion, multiplicacion e identificacion de Pseudomonas syringae pv.
syringae.

El material vegetal colectado provenientes de los predios de los asociados
caracterizado por su alta infeccién fue sometido a técnicas de identificacion y aislacion, para
Pseudomonas. Se identificaron un total de 6 patovariedes o aislamientos tentativamente
(con atributos diferenciados) de Pseudomonas syringae pv. syringae, bacteria responsable
del cancer bacteriano en cerezos, las cuales fueron aisladas a partir de muestras de ramillas
de cerezos que presentaban lesiones necréticas (chancros), provenientes de parcelas de
los asociados al proyecto.

Las muestras de ramillas de cerezo fueron procesadas en el laboratorio
implementado con fondos del proyecto FIA, es decir, cada ramilla fue desinfectada por
inmersion en una solucién de etanol al 70% durante 3 minutos y posteriormente enjuagadas
con agua destilada estéril. A partir de cada ramilla, utilizando un bisturi estéril, se obtuvieron
piezas de tejidos de las zonas necréticas y adyacentes, las que fueron maceradas en un
mortero de porcelana (estéril), y diluidas decimalmente en solucion salina peptonada.
Voliumenes de 0.1 ml de las diluciones preparadas fueron sembradas por extensién
superficial en placas con agar King B, suplementado con el agente selectivo CFC
(Cetrimide-Fucidin-Cepahlosporin). Tras incubar las placas por un periodo de 72 horas a
28°C, se seleccionaron aquellas colonias que exhibieron fluorescencia bajo luz U.V
(caracteristica tipica de Pseudomonas syringae).

La pureza de las colonias seleccionadas fue verificada mediante siembra en estria sobre
agar nutritivo y la identificacion de los aislamientos se realiz6 mediante pruebas
morfologicas y fisioldgicas tradicionales, que incluyen: tincion de Gram, movilidad, oxidasa,
catalasa, oxidacién/fermentacion en medio O/F, test LOPAT y GAATa. Adicionalmente se
comprobd la produccion de la toxina SIRINGOMICINA, propiedad tipica de las
patovariedades de Psedomonas syringae.

De un total de 27 cepas que exhibieron fluorescencia en agar King B, solo 6 de ellas

fueron identificadas tentativamente como Pseudomonas psyringae pv. psyringae, en base
a los resultados de las pruebas ensayados.
Estos 6 aislamientos (cepas), se mantienen conservados bajo congelacién (-25°C) en caldo
cerebro corazon suplementado con glicerol al 20%, para su posterior uso en la infeccion de
plantas sanas (para evaluar su efectividad en ensayos) y elaboracién de vacunas para
futuro uso comercial.

En latabla N°2, se muestran los resultados de las pruebas bioquimicas y fisiolégicas
determinadas en los aislamientos obtenidos a partir de muestras de ramillas de cerezo y
gue son compatibles con Pseudomonas syringae pv. syringae.



En laimagen 13, se compila una seleccion del protocolo utilizado para el aislamiento
de las cepas y las pruebas bioquimicas vy fisiolégicas que permitieron la identificacion
tentativa de los aislamientos como Pseudomonas syringae pv. syringae.

Tabla 1.- Resultados de los test bioquimicos vy fisiolégicos de las cepas compatibles con
Pseudomonas syringae pv syringae aisladas desde ramillas de cerezos con chancros en 2
parcelas de la provincia de Nuble.

Pruebas/test Denominacion de los aislamientos (cepas)
Cepade PSS1 | PSS2 | PSS3 | PSS4 | PSS5 | PSS6
referencia
Tincion Gram - - - - - - -
Fluorescencia en medio King + + + + + + +
B
O/F medio (@] (@) (@) (o) 0] 0] o)
Movilidad + + + + + + +
Catalasa + + + + + + +
LOPAT test
Levano produccion (L) + + + + + + +
Oxidasa reaccion (O) - - - - - - -
Pectinolitica actividad (P) - - - - - - -
Arginina dehidrolasa (A) - - - - - - -
Tabaco hipersensibilidad (T) n.d n.d n.d n.d nd n.d n.d
GATTatest
Gelatina hidrélisis (G) + + + + + + +
Aesculin hidrolisis (A) + + + + + + +
Tirosinasa actividad (T) n.d n.d n.d n.d n.d n.d n.d
Tartarico acido utilizaciéon (Ta) n.d n.d n.d n.d nd n.d n.d
Siringomicina produccion + + + + + + +

- ! reaccion negativa; + : reaccion positiva; O: oxidacion; n.d : test no determinado




Imagen 13.- Compilacion del protocolo de aislamiento y pruebas bioquimicas-fisiol6gicas
gue permitieron la identificacion tentativa de las cepas aisladas como Pseudomonas
syrangae pv. syrangae (A, ramillas de cerezo; B, macerado de tejido de ramillas de cerezo;
C, siembra en agar King B; D, fluorescencia en agar King B; E, hidrdlisis de aesculina; F,
produccion de levano; G, test de oxidasa; H, hidrélisis de gelatina; |, produccién de
siringomicina).



Anexo 2b. Aislacion, multiplicacion e identificacion de Botritys cinerea.

Un total de 3 cepas o aislamientos tentativamente identificados como Botrytis
cinerea, moho responsable de la podredumbre gris en diversos frutos, fueron aisladas a
partir de muestras de arandanos, frutillas y uvas. Se optd por obtener estas cepas de estos
frutos y no solamente de arandanos dada su mayor facilidad para aislar el hongo, dado que
se trata de una especie saprdfita que ataca una amplia variedad de cultivos.

Las muestras de los frutos, con evidente desarrollo de moho gris (Botrytis cinerea)
fueron procesadas en el laboratorio implementado con fondos del proyecto FIA. El protocolo
de trabajo fue el siguiente: A partir de cada fruto, se obtuvieron muestras de
micelio/conidiosporas desarrollados sobre la superficie, utilizando térula de algodén estéril.
La siembra de las muestras se realiz6 mediante contacto superficial de las térulas en el
centro de placas de agar papa dextrosa (APD) y agar extracto de malta (AEM). Las placas
fueron incubadas a 22°C durante 14 dias, siendo examinadas a los 5 y 14 dias de
incubacion.

La identificacion de las colonias desarrolladas se efectu6 en base a las
caracteristicas morfologicas de las colonias (tamafio, textura y color) vy
conidiéforos/conidiosporas (forma y tamafio); ademas de la formacion de esclerocios,
utilizando las claves taxondmicas descritas en la bibliografia. En base a las caracteristicas
morfologicas sefaladas, se determin6 que todos los aislamientos correspondian a Botrytis
cinerea.

Los aislamientos (cepas) identificados como Botrytis cinerea, se mantienen
conservados mediante la suspension de conidiosporas en agua destilada estéril mantenida
a 4°C, para su posterior uso en la elaboracion de vacunas.

En la tabla N°2, se muestran los resultados de las pruebas morfolégicas
determinadas en los aislamientos obtenidos a partir de muestras frutillas y uvas que fueron
compatibles con Botrytis cinerea.

En la Figura 2, se compila una seleccién del protocolo utilizado para el aislamiento
de las cepas y la caracterizacion morfoldgica que permitieron la identificacién tentativa de
los aislamientos como Botrytis cinerea.



Tabla 2.- Pruebas de identificacién morfolégicas de las cepas de Botrytis cinerea

aisladas.

Caracteristicas

Denominacion de los aislamientos

finalmente gris a
cafeé.

finalmente gris a
cafeé.

finalmente gris a
cafeé.

fenotipicas
Cepade BC1 BC2 BC3
referencia

Tipo de Radial, Radial, Radial, Radial,

crecimiento de concéntrica concéntrica concéntrica concéntrica

las colonias

Textura de las Afelpada Afelpada Afelpada Afelpada

colonias

Color colonias Inicialmente Inicialmente Inicialmente Inicialmente
blancas, blancas, blancas, blancas,
pasando a gris pasando a gris pasando a gris pasando a gris
verdosa, y verdosa, y verdosa, y verdosa, y

finalmente gris a
café.

Conidio6foros

Septados,
ramificados
apicalmente y
con racimos de
conidios

Septados,
ramificados
apicalmente y
con racimos de
conidios

Septados,
ramificados
apicalmente y
con racimos de
conidios

Septados,
ramificados
apicalmente y
con racimos de
conidios

Conidiosporas

Unicelulares,
ovoides, lisos y
de color café.

Unicelulares,
ovoides, lisos y
de color café.

Unicelulares,
ovoides, lisos y
de color café.

Unicelulares,
ovoides, lisos y
de color café.

Produccién de
escrerocios

Abundantes de
color café a
negro

Abundantes de
color café a
negro

Abundantes de
color café a
negro

Abundantes de
color café a
negro

A modo de conclusion se puede sefialar que:

Para el caso de B.cinerea todos los cepajes identificados y aislados correspondieron.
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Imagen 14.- Compilacion del protocolo de aislamiento y caracterizacion morfologica que
permitieron la identificacion tentativa de las cepas aisladas como Botrytis cinerea (A, frutos
procesados; B, caracteristicas de las colonias en agar extracto de malta a los 5 dias de
incubacién; C, caracteristicas de las colonias en agar extracto de malta a los 14 dias de
incubacién (formacién de esclerocios); D, conidi6foros; E, conidiosporas.

CONCLUSIONES:
Con la investigacion desarrollada se pudo lograr que:

e Se logro desarrollar un protocolo reproducible para la aislacion e identificacion de
los organismos en estudio (P. syringae pv syringae y B. cinerea)

e Obtener las cepas especificas de los organismos a estudiar en estado puro, lo cual
permitird multiplicar y concentrarlas de acuerdo a las necesidades futura.

o Generar material base cuantificado (estandarizado) para provocar infecciones y de
este modo la variable respuesta sea directamente relacionada con la vacuna
estandarizada.



ANEXO 3.- EVALUACION DE FORMULADOS VACUNAS, EN RELACION CON LA
GENERACION DE POLIFENOLES Y ACTIVIDAD ENZIMATICA EN HOJAS.

Con el objetivo de confirmar la presencia de elicitores, y validar la metodologia de andlisis
de las variables quimicas en las plantas, en especifico polifenoles totales (PT), actividad de
las enzimas fenilalanina amonio liasa (PAL), catalasa (CAT) y ascorbato peroxidasa (APX),
se enviaron hojas tratadas con formulados tipo al Laboratorio Sintesis y biotransformacion
de productos naturales, de la Universidad del Bio-Bio, Campus Fernando May. Se enviaron
3 muestras ciegas (es decir, los analistas desconocen los tratamientos) tanto para
arandanos y cerezos, cada una de ellas con prototipos de posibles formulados “vacuna”,
asperjados 3 dias antes de la recoleccién para ingreso al laboratorio.

Como muestra el informe del laboratorio que se presenta (imagen 15), existen interferencias
en la actividad de PAL tanto para cerezos (CT) como para arandanos (AT). En relacion con
formacion de polifenoles totales, las 3 muestras enviadas para ardndanos mostraron
actividad, siendo muy importante la respuesta en el preparado AT2. En cuanto a la actividad
de la enzima ascorbato peroxidasa, no se produjo respuesta al analisis, evaluandose y
corrigiéndose la metodologia utilizada. Los resultados permiten constatar que las plantas
de arandanos reaccionaron ante el compuesto elicitores que gatillan la produccién de
polifenoles. Mediante nuevas analiticas en basadas en las respuestas enzimaticas y de PT,
se determinaron las formulaciones a evaluar consideradas “vacunas”.
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ANEXO 4.- IMPLEMENTACION ENSAYOS EN CAMPO.

1.-Cerezos ensayos de campo:

Las pruebas de validacion en terreno de la “vacuna” para cerezos comenzé en el mes de
octubre de 2018, ya que era necesario que las hojas estuvieran extendidas para la primera
aplicacion. El predio para las evaluaciones de campo fue el del asociado Manuel
Valderrama (36°46°48.0°S 72°34°10.0” W). La variedad en evaluacion fue Lapins de 2
afios, marco plantacion 4 metros entre camellones y 3 metros sobre la hilera. Los arboles
fueron seleccionados en cuanto a vigor y estado sanitario para disminuir el error
experimental de factores ajenos a las variables en estudio. Posteriormente al azar,
utilizando la técnica de la tbmbola, se determinaron los tratamientos y repeticiones de las
plantas, identificandolas con una cinta de amarre en una de sus ramas (imagenes 16 b).

Hilera 2 Hilera 1

36°46°48.0” S 72°34'10.0" W

ENSAYO

Imagen 16.-a) Ubicacion zona de ensayo y distribucion de los tratamientos en el huerto. b)
Identificacién de los &rboles utilizados en el ensayo, ¢) Identificacién de las hileras utilizadas
en el ensayo.



2.-Arandanos ensayos de Campo:

En el mes de agosto de 2018, en especifico coordenadas 36°32°53.”S 72°11°45.0" W se
eligieron 30 plantas representativas de en una hilera de 180 plantas de la variedad de
arandanos Star. Las plantas fueron elegidas segun vigor, carga frutal y condicién sanitaria,
dejando 2 plantas como minimo entre cada tratamiento y repeticion. Posteriormente
mediante una témbola, al azar fueron distribuidos los tratamientos y sus repeticiones.

Imagen 17.- a y b) Identificacion, marcaje de los tratamientos en terreno. c y d)
Localizacion geogréfica y distribucion de los tratamientos.



ANEXO 5.- ELABORACION PRODUCTO “VACUNA” ARANDANO CONTROL
BOTRYTIS CINEREA y CEREZOS CONTROL DE PSEUDOMONAS SYRINGAE PV.
SYRINGAE.

1.1.- Cepas de Botrytis cinerea

Para la elaboracion de esta vacuna se utilizaron 2 cepas de Botrytis cinerea, provenientes
de 2 parcelas de la provincia de Nuble. Las conidiosporas de ambas cepas se conservaron
a -21°C en agua destilada suplementada con 20% de glicerol.

1.2.- Obtencién de lisados de Botrytis cinerea

Las cepas de Botrytis cinerea se sometieron a un proceso de lisado celular, con el fin de
liberar los componentes intracelulares y de pared (enzimas, péptidos, lipidos, quitina, entre
otras.) que puedan actuar como moléculas elicitoras especificas capaces de inducir alguna
respuesta defensiva en la planta. Para ello, conidiosporas de las 2 cepas de Botrytis cinerea
seleccionadas fueron inoculadas separadamente en frascos y/o matraces de 500 ml
conteniendo 300 mL de Caldo Extracto de Malta (AES, Laboratoire). La incubacion se
realizé en un bafio termorregulado con agitacién constante a 25°C/150 rpm/7 dias (Imagen
1A). Tras el periodo de incubacion se recolecté la biomasa generada (micelio), mediante
filtracién utilizando gasa estéril (Imagen 17c¢). El micelio recolectado se dej6é escurrir sobre
papal filtro estéril en el interior de una campana de flujo laminar (Imagen 17d).

La lisis celular se realiz6 utilizando el método de criofractura y maceracién en mortero. Para
ello, la biomasa (micelio) obtenida a partir de 300 mL de cultivo se deposité en un mortero
estéril y se afiadio nitr6geno liquido. Una vez congelado el micelio, se procedié a macerar
(Imagen 17e y f). El macerado obtenido a partir de 300 ml de cultivo fue diluido en 30 mL
de solucién tampon fosfato salino (pH 7.0). Finalmente, el lisado de células obtenido a partir
de las 2 cepas seleccionadas fue mezclado y conservado a - 85°C hasta su posterior uso.

1.3.- Formulacién de la vacuna para el control de Botrytis cinerea en arandanos

Para preparar 1000 mL de la vacuna, en 980 mL de agua destilada estéril se diluyeron 10
mL de la mezcla del lisado de micelio de Botrytis cinerea provenientes de las 2 cepas
seleccionadas, 0.1 mL del extracto concentrado de hojas de arandanos y 10 gramos del
extracto de los hongos Trametes versicolor y Grifola gargal. Asi la formulacion de la vacuna
contiene un 1% de micelio lisado de Botrytis cinerea, 0.1% de extracto de hojas de
arandanos y 1% extracto seco de los hongos Trametes versicolor y Grifola gargal.




Imagenes 17.-a) Incubacion Conidiosporas para obtencion de micelio del hongo Botrytis
cinerea. b) Micelio del hongo Botrytis cinerea después de 7 dias de incubacién. c)
Depuracion del micelio del hongo Botrytis cinerea. d) Recoleccion del hongo Botrytis
cinerea. e y f) Congelacion y macerado del micelio del hongo Botrytis cinerea utilizado para
la elaboracion de la “Vacuna” para el control de botrytis en ardndanos.



2.- ELABORACION PRODUCTO VACUNA CEREZO PARA CANCER BACTERIANO
PRODUCIDO POR PSEUDOMONAS SYRINGAE PV. SYRINGAE.

2.1.- Cepas de Pseudomonas syringae pv. syringae

Para la elaboracion de la vacuna se utilizaron 2 cepas de Pseudomonas syringae. Estas
fueron previamente aisladas desde muestras de cerezos (ramillas) que presentaban
lesiones necréticas (cancros), recolectadas en 2 parcelas de los asociados al proyecto de
la zona de Quillén, provincia de Nuble. En base a pruebas morfoldgicas, bioquimicas,
fisiolégicas se confirmé tentativamente que dichas cepas correspondian a Pseudomonas
syringae pv. syringae, agente responsable del cancer bacteriano en cerezos (Resultados
ya informados). Las cepas sefialadas se mantienen conservadas a -21°C en Caldo Cerebro
Corazén suplementado con 20% de glicerol.

2.2.- Obtencién de lisados de Pseudomonas syringae pv.syringae.

Las cepas de Pseudomonas syringae seleccionadas se sometieron a un proceso de lisado
celular, con el fin de liberar los componentes intracelulares y de pared (enzimas, péptidos,
lipidos, polisacaridos, peptidoglicanos, etc.) que puedan actuar como moléculas elicitoras
capaces de inducir alguna respuesta defensiva en la planta. Para ello, las 2 cepas de P.
syringae seleccionadas fueron inoculadas separadamente en frascos y/o matraces de 500
ml conteniendo 300 mL de Caldo Nutritivo (Merck). La incubacién se realizé en un bafio
termorregulado con agitacion constante (25°C/150 rpm/ 18 h), hasta alcanzar una
concentracion celular de aproximadamente 10° células/mL. Tras el periodo de incubacién,
50 mL se depositaron en tubos Falcon y las células se separaron del caldo mediante
centrifugacién (4.500 rpm/15 min/4°C). El pellet de células obtenido a partir 300 mL de caldo
fue reconstituido con 30 mL de solucién tampén fosfato salino (pH 7.0). Con el método
descrito se logré concentrar los cultivos bacterianos en, aproximadamente 10 veces (10%°
células/mL).

La lisis celular se realizé utilizando el método de congelacion/descongelacion rapida. Para
ello, los concentrados bacterianos contenidos en tubos Falcon de 50 mL se sometieron a
congelamiento mediante inmersion en nitrégeno liquido (-194°C) durante 3 min, e
inmediatamente a descongelacion en bafio termorregulado a 41°C. Esta operacion se
repitié en 5 oportunidades con el fin de lograr el completo lisado de las células bacterianas
(Imagen 1). El lisado de células obtenido a partir de las 2 cepas seleccionadas fue mezclado
y conservado a - 85°C hasta su posterior uso.

2.3.- Formulacién de la vacuna para el control del cancer bacteriano en cerezos
producido por Pseudomonas syringae

Para preparar 1000 mL de la vacuna, en 980 mL agua destilada estéril se diluyeron 10 mL
del lisado de células de Pseudomonas syringae pv.syringae, provenientes de las 2 cepas
seleccionadas, 0.1 mL de extracto concentrado de hojas de cerezos, y 10 gramos del
concentrado base general compuesto por Trametes versicolor y Grifola gargal. Asi la
formulacién de la vacuna contiene un 1% de células lisadas de Pseudomonas syringae,
0.1% de extracto de hojas de cerezo y 1% del concentrado base.




Imagen 18. Proceso de concentracion y lisado de células de Pseudomonas syringae pv.
syrinage. a y b) concentracion 10° células/mL de P.syringae pv. syringae, c y d) separacion
de las células por centrifugacion e) congelacion por inmersién en nitrégeno liquido ( -194
°C), f) descongelacion rapida en bafo termorregulado (41 °C).



3.-Obtencion de metabolitos utilizando hojas de arandanos y cerezos.

Dado que la primera opcion del uso de germinado de avena no dio los resultados
esperados, se optd por utilizar para en extracto especifico, hojas de ardndanos y cerezos
de los huertos de los asociados al proyecto. Asi las hojas de ardndano se obtuvieron en
fundo Dadinco de la empresa Carsol Fruit (Comuna de San Nicolas), y las hojas de cerezo
de los huertos de Don Guillermo Torres, Marcos Fierro y Manuel Valderrama.

Imagen 19.- Proceso de obtencidén de metabolitos de hojas a) Secado de hojas de
cerezos previo a la extraccion, b) hojas secas, ¢) Macerado en etanol, d) destilador
rotatorio, €) concentrado condensado.



Los extractos obtenidos de hojas de arandano y cerezo, fueron sometidos a analisis de
espectro o perfil bioquimico. Para la realizacion de los espectros en Cromatografia de Gas
Masa, se extrajeron los principios metabolicos de las hojas de arandano y hojas de -cerezo
por separado, en una fase con Acetato de Etilo, muestra que fue inyectada en una fase
movil de 100% acetato de etilo. Los analisis fueron reliazados en el Laboratorio de sintesis
y Biotransformacion de Productos Naturales dela Universidad del Bio-Bio, Campus
Fernando May.

Muestra N° 3: Arandano
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Imagen 20 .- Cromatograma de masa encontrado para el extracto de hoja de arandano

Muestra N° 1: Cerezo

Cromatograma

0,575 my o

— CH1

1

Kaempferol

150+

—— & Quercetina
‘= Hesperidina

~ Acide Coumarico
saweuodwe)

~ (#) Catechin Hydrate
e

o (<) Catequina

20
e M

frin]

Tiempo.

Imagen 21.- Cromatograma de masa encontrado para el extracto de hoja de cerezo.a

Al evaluar los perfiles encontrados, para el caso del extracto de ardndano, destacan los
metabolitos secundarios con fuerte actividad antioxidante, agrupados dentros de los
poliflavonides, Catequina, Narangina, Esperidina y Kaemferol.

En cerezos, en el cromatograma tambien destacan los flavonoides, Catequina, Narangina,
Esperidina y Kaemferol, pero ademas aparecen acidos organicos como el acido cafeico,
acido cumarico y acido ferulico, acidos de accion antioxidante y proteccion celular.



ANEXO 6.- DETALLE Y ESPECIFICACIONES DE LOS TRATAMIENTOS.

Anexo 6a. Arandanos:

En arandanos bajo invernadero como en campo se utilizé6 similar disefio experimental,
compuesto por 6 tratamientos con 5 repeticiones en donde: TO= Testigo absoluto, T1=
“Vacuna” foliar, T2= “Vacuna” foliar y suelo, T3= “Vacuna” Suelo, T4 = 1 mL/L Comet®
foliar, T5= sin proteccion previa con infeccion.

Las aplicaciones se iniciaron a inicios de septiembre para ambas temporadas evaluadas
(2018/19 y 2019/20) en estado fenoldgico de inicio de brotacion y floracion. La temporada
2018/19 en invernadero, debido a la escasa floracién (plantas In vitro de 1 afio), se opt6 por
los analisis enzimaticos de las hojas, sin evaluar camara hiumeda en flores y frutos. Las
aspersiones en los tratamientos comenzaron a inicios de floracion (10% aproximadamente),
repitiendo a los 12 a 15 dias. La aspersion foliar se realiz6 con 200 y 300 mL por planta del
formulado “Vacuna” en los Tratamientos 1 y 2, siendo la dosis mayor utilizada en los
tratamientos en campo. Las aplicaciones al suelo, de los tratamientos 2 y 3, fueron con 200
mL en Invernadero y 300 mL en campo del formulado diluido en agua, hasta completar 500
y 800 mL para campo e invernadero respectivamente, distribuyéndolo homogéneamente
en la maseta o base la planta (Imagen 21 c y e). En el caso del tratamiento 5, al momento
de la aplicacién de la “Vacuna”, se asperjo 1 mL/L de agua de Comet® (i.a Piraclostrobina),
el testigo Absoluto TO se asperjo agua destilada. 7 dias después de la primera aplicacién
de la ““Vacuna™, se asperjo una suspension de esporas del hongo Botrytis cinerea a una
concentracion de 10°° conidiosporas por mL a los tratamientos T1 a 5, con un volumen de
100 mL de la suspension de esporas por planta, con el objetivo de generar infeccion
homogénea que permitiese interpretar la respuesta de los tratamientos con la menor
influencia del medio. Para evitar contaminacion entre los tratamientos se utilizé una placa
de policarbonato de 4 metros de largo por 2 metros de ancho que se adapté como biombo
durante las aplicaciones foliares como de las esporas (imagen 21b y 21d). La segunda
aplicacion de la “Vacuna” se realizd 7 dias después de la aplicaciéon de la suspension de
conidiospora del hongo.

Las muestras de hoja, para andlisis enzimaticos y polifenoles totales fueron colectadas 15
y 30 dias después de cada aplicacion de la “Vacuna”.

Las macetas se identificaron con un letrero en la cabecera de cada hilera en invernadero,
y con un identificador en cada planta en terreno.

El muestreo de las hojas para andlisis enzimatico se obtuvo de una seleccién de hojas
maduras del tercio medio de las ramillas. Las hojas fueron identificadas y enviadas
Laboratorio de Sintesis y Biotransformaciéon de Productos Naturales de la Universidad del
Bio-Bio, Campus Fernando May.

Para el caso de las evaluaciones de Brotrytis cinerea en frutos, estos se llevaron a cabo en
madurez comercial de cosecha, siendo en ambas temporadas el mes de diciembre.
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Imagen 21.-a) Formulado ““Vacuna” diluido utilizado en las aplicaciones. b) Aplicacion
Foliar en los tratamientos (TO, T1, T2, T4y T5) c y e) aplicaciones al suelo en T2y T3. d)
visiéon de la campana de policarbonato utilizada para evitar deriva entre los tratamientos al
momento de la aplicacién. e) Aplicaciones al suelo (T2 y T3). f) Concentrado de
conidiosporas de Botrytis cinerea, 10 conidiosporas por mL).



Anexo 6b. Cerezos:

Los tratamientos en cerezos fueron similares en campo como en invernadero. Con 6
tratamientos y 5 repeticiones en donde: TO= Testigo absoluto, T1= Tratamiento “Vacuna”
foliar, T2= Tratamientos “Vacuna” Foliar y suelo, T3= Tratamiento “Vacuna” Suelo, T4 = 1
gr/L Agrocopper® SL, T5= sin proteccion previa con infeccion.

Las aplicaciones se realizaron a fines de octubre con hoja expandida y madura, repitiendo
previo a caida de hojas con hoja activa, en ambas temporadas de evaluacion (2018/19 y
2019/20). En invernadero la variedad de cereza corresponde a Skeena sobre patron
GiselA® 12 de 1 afio. En campo las pruebas se realizaron sobre la cv. Lapins sobre patrén
Colt de 2 afios. Las aplicaciones foliares se realizaron con bomba de mano marca Solo®
de 1000 mL, con un volumen de 250 mL en invernadero y 300 mL en campo por planta de
la solucién “Vacuna” para los tratamientos 1y 2. En el caso de los tratamientos de aplicacion
al suelo (T2 y T3), la misma cantidad utilizada en forma foliar, fue aforada a 500 y 600 mL
con agua destilada para invernadero y campo respectivamente, distribuyéndolo
homogéneamente en la maceta o alrededor del tronco en el caso de las pruebas en campo
(imagen 22 d). En T5 se asperj6é una solucién del Agroquimico Agrocopper® SP (i.a Sulfato
de cobre pentahidratado) a una concentracién de 1 gr/L de agua, con el mismo volumen de
agua utilizada para los tratamientos con “Vacuna”.

Para evitar deriva de las aplicaciones foliares entre los tratamientos, se utilizé plancha de
policarbonato de 4 metros de largo por 2 metros de ancho como biombo protector (imagen
22c).

7 dias posteriores a las aplicaciones de los tratamientos, se colectaron hojas para los
analisis enzimaticos y polifenoles totales (Imagen 22 f). Las hojas fueron identificadas y
enviadas Laboratorio de Sintesis y Biotransformacion de Productos Naturales de la
Universidad del Bio-Bio, Campus Fernando May (analisis en curso). La primera temporada
(2018/19) 7 dias después de colectar las hojas, las plantas de los tratamientos 1 a 5, se
infectaron con una soluciéon de 1047 UFC/ mL con el objetivo de evaluar la efectividad de
los tratamientos sobre el control de P. syringae pv. syringae bajo condiciones de infecciones
similares. Para la infeccién se realizaron 6 incisiones anulares de 2 a 3 mm por planta,
introduciendo la bacteria inmediatamente por medio de una torula de algodon empapado
con la solucién bacteriana. En el caso de TO, la incisién fue cubierta con agua destilada.
Previo a la infeccion, en todos los tratamientos, el area fue desinfectada con una solucion
de alcohol isopropilico al 25% (Imagen 23). La temporada siguiente (2019/20) se
mantuvieron las aplicaciones de los tratamientos, pero sin infeccién de ramillas o ramas.

A los 10 dias de la infeccidn, se observaron plantas con exudacion de siringomicina (goma)
en los cortes de infeccion, indicador de actividad de infeccion de la Bacteria P. syringae pv.
syringae. Sin embargo, para evaluar la efectividad de los tratamientos es necesario realizar
seguimiento en el tiempo, tanto en la zona de la colonizacién o infeccién, asi como la
proliferacion en areas contiguas con sintomas de la enfermedad.



Imagen 22.- a) Solucion “Vacuna” Cerezo utilizada. b y e) Estado fenoldgico de las plantas
al momento de la aplicacion. c) Aplicacion Foliar “Vacuna” d) Aplicacién al suelo “Vacuna,
e) Recoleccién hojas de cerezo.



Imagen 23.- @) Incisiéon anular para infeccion en campo. b) Desinfeccion zona de incision.
¢) Incision anular para infeccion en invernadero. d) Aplicacion de solucion de infeccion 108
"UFC/mL de Pseudomona syringae pv. syringae sobre la incision. e) Incision post aplicacion
de la solucion bacteriana de infeccion. f) Zona de incision 10 dias post infeccién, presencia
de goma como indicador de la actividad de la bacteria P. syringae pv. syringae.



ANEXO 7.- EVALUACION DE LOS TRATAMIENTOS EN EL CONTROL DE BOTRYTIS
CINEREA EN FLORES DE ARANDANO CV. STAR.

Para evaluar la infeccion por Botrytis cinerea en flores de arandanos, se colectaron
flores abiertas a una altura de 1,5 metros en los 4 puntos cardinales de la planta.
En total se evaluaron 15 flores de cada tratamiento y repeticion, distribuyéndose
equidistantemente sobre la superficie de Agar Papa Dextrosa contenido en placas
de petri de 140 mm diametro. Las placas fueron incubadas con el fondo hacia abajo
durante 10 dias a 22 +2°C en oscuridad. Tras el periodo de incubacién, se
contabilizé el niumero de flores en cada placa que presenté desarrollo micelial
compatible con Botrytis cinerea (Imagen 24 e.) Las flores se colectaron posterior a
la 2da aplicacién de los tratamientos, que corresponde aproximadamente a los 21
dias de iniciados los tratamientos, equivalente a un 70 a 80% de floracion (cuadro
1). En la primera temporada 2018/19, el analisis de brotritis en flores en invernadero
no fue posible realizarlo por la escasa floracion durante esa temporada.

Tabla 3.- Detalle de las aplicaciones y muestro de flores en arandanos cv. Star.

. . Aplicacion 2era.
lera. Ap!lcamon Conidias B. Aplicacién Muestreo de
Tratamientos . . flores.
cinerea. Tratamientos
Dia 0 7 14 21

Imagen 24.- Secuencia de actividades generales para determinar B. cinerea en flores de
ardndanos. a) estado floracibn primera aplicacibn de los tratamientos, b) formulado
“Yacuna” aplicado a los tratamientos 1, 2 y 3, c¢) Aplicaciéon de los tratamientos, d)
recoleccion de flores, e) disposicion de flores en placa de Petri para incubacion a 22 °C por
10 dias, e) identificacion de desarrollo micelial compatible con Botrytis cinerea.



Los tratamientos con “vacuna” (T1, T2, T3) presentaron estadisticamente una menor
incidencia de flores afectadas por B.cinerea, que los tratamientos sin algun tipo de control,
siendo a su vez similar al tratamiento quimico (T4).

La temporada agricola 2019/20 generd una respuesta menos clara entre los tratamientos.
Sin embargo, existe una tendencia en aquellos con “vacuna” presenten menor infeccién de
las flores por B.cinerea. En este sentido, en invernadero, T2 present6 la menor presencia
de flores afectadas por botritis, siendo estadisticamente menor que el testigo. En las
evaluaciones de campo no se generaron diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos.
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Gréfico 1.- Incidencia en flores de arandano cv. Star con sintomatologia de Botrytis cinerea,
después de 10 dias de incubacion en camara humeda. a) Campo 2018. b) Invernadero y
campo 2019. TO testigo Absoluto, T1 vacuna foliar, T2 vacuna foliar y suelo, T3 vacuna
suelo, T4 Comet®, T5 infeccion Sin Vacuna. Letras diferentes en las columnas de un mismo
color hace referencia a diferencia estadistica significativa, Tukey P<0,05.



ANEXO 8.- EVALUACION DE LOS TRATAMIENTOS EN EL CONTROL DE BOTRYTIS
CINEREA EN FRUTOS DE ARANDANO CV. STAR.

Para evaluar la infeccién enddgena por Botrytis cinerea en frutos de arandanos, 15 frutos
en madurez de cosecha, de cada tratamiento y repeticion fueron distribuidos
equidistantemente en placas de Petri de 140 mm didmetro. En cada placa se dispuso un
trozo de algodén humedecido con agua destilada estéril, con el fin de crear una atmésfera
himeda. Cabe sefialar, que previamente los frutos fueron desinfectados por inmersién en
una soluciéon de hipoclorito de sodio al 0.5 % durante 5 minutos y posteriormente
enjuagados en 3 oportunidades con agua destilada estéril. Las placas fueron incubadas
durante 10 dias a 22 +2°C. Tras el periodo de incubacion, se contabilizé el numero de frutos
en cada placa que presentd desarrollo micelial compatible con Botrytis cinérea.

Cabe mencionar que en la primera temporada 2018/19, se realizaron las evaluaciones sélo
en campo, dado que en invernadero no se generaron frutos suficientes y representativos
como para realizar las pruebas.

En relacién con los resultados, la temporada 2018/19, no se encontraron diferencias
estadisticas significativas entre los tratamientos, aunque T1 presentd el menor nivel de
infeccion. En la temporada siguiente (2019/20), en invernadero con aplicacion de la
“vacuna” via drench al suelo (T3) presentd la mayor actividad de frutos con B. cinerea,
siendo éste tratamiento estadisticamente superior a T5, que corresponde al tratamiento con
aspersion de conidias del hongo B.cinerea. En las evaluaciones en campo no se generaron
diferencias entre los tratamientos, en donde ademas se obtuvo una baja presencia de frutos
afectados independiente del tratamiento. Debido a la situacion descrita se procedio a repetir
la evaluacion, obteniéndose similares resultados.
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Gréfico 2.- Incidencia de B. cinerea en frutos de arandano cv. Star) a) Campo 2018. b)
Campo e invernadero 2019. TO testigo absoluto, T1 vacuna foliar, T2 vacuna foliar y suelo,
T3 vacuna suelo, T4 Comet®, T5 infeccidn sin vacuna. Letras diferentes en las columnas
de un mismo color hace referencia a diferencia estadistica significativa, Tukey P<0,05.



Imagen 25.- secuencia de actividades generales para determinar B. cinerea en frutos de
ardndanos. a) cosecha de los frutos en estado de madurez de cosecha b) Lavado de frutos,
mediante inmersion en hipoclorito de sodio al 0,5% por 5 minutos, c) Triple enjuague de los
frutos con agua destilada. d) Homogenizacién de la humedad de los frutos previo a la
incubacién. e) disposicion de los frutos en la placa de Petri. f) Fruto positivo con infeccion
de B. cinérea.



ANEXO 9.- EVALUACION DE LOS TRATAMIENTOS EN LA FORMACION DE CANCROS
EN CEREZOS.

En octubre de 2018 se iniciaron las evaluaciones para determinar si alguno de los
tratamientos con el formulado “Vacuna” influia positivamente en evitar o disminuir la
formacion de cancros. Después de 2 temporadas de aplicaciones de los tratamientos
(primavera con hoja madura, repitiendo en otofio aun con hoja activa), en agosto de 2020
se procedié a evaluar y calificar los cortes inoculados con la bacteria P. syringae pv.
syringae.

En los cuadros la y 1b, se presenta el resumen de las evaluaciones de cancros en
invernadero y campo respectivamente. Para calificar el dafio causado por la P. syringae pv.
syringae, arbitrariamente cada cancro se valoré la severidad (S) del dafio en una escala de
0 a 3, siendo 0 planta sana, 1 dafo leve, 2 dafio moderado, y 3 dafio severo (imagen 26).
Para cuantificar el dafio causado por la enfermedad y comparar entre los tratamientos se
obtuvo un indice de dafio (ID), adaptando la férmula propuesta por Moragrega et al., 2003
para evaluar P. syringae pv. syringae en peras.

ID=leve + (moderado x 2) + (severo x 3)

Nt X Smax

Donde, Nt= nimero de inoculaciones por replica, Smax= Severidad maxima considerada,
que en este caso seria 3.

En ambos casos, como se podia prever, el tratamiento no inoculado (TO) present6 un ID
menor, atribuyéndose los casos positivos a infecciones posteriores a las inoculaciones de
los demés tratamientos. En relacion con los tratamientos inoculados (T1 a T5), si bien no
se genero diferencias estadisticas significativas entre ellos, los tratamientos con vacunas
presentaron indices ID menores a T4 y T5 en ambas condiciones de evaluacion.

\ i $

™ v

Imagen 26.- Categorizacion de la severidad del dafio causado
por P. syringae pv.syringae. 0 Sano, 1 Leve (pardo), 2 moderado
(cancro incipiente) y 3 severo (cancro expandido).
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Categoria de Severidad

Tratamiento Sana (0) Leve (1) Moderado (2) Severo (3) ID
TO 3,8a 1,2 0,2b 0,8b 0,22 b
T1 0,0b 0,2 2,8a 3,0a 0,82 a
T2 00b 0,8 1,6 ab 36a 0,82 a
T3 0,0b 0,4 1,6 ab 1,0b 0,86 a
T4 0,0b 0,0 1,0 ab 50a 0,94 a
T5 0,0 b 0,4 1,0 ab 4,6 a 0,90 a
b Categoria de Severidad
Tratamiento Sana (0) Leve (1) Moderado (2) Severo (3) ID
TO 5,6a 0,4 0,0b 0,0 0,02 b
T1 0,0b 1,8 3,2a 1,0 0,62 a
T2 0,4b 1,4 3,2a 1,0 0,60 a
T3 0,0b 3,2 1,8 ab 1,4 0,54 a
T4 0,0b 1,4 1,8 ab 2,8 0,74 a
T5 0,0b 2,2 1,8 ab 2,0 0,65 a

Cuadro 2.- Severidad categorizada del dafio generado por P. syringae pv. syringae en
cerezos a) tratamientos en campo en cv. Lapins b) tratamientos en Invernadero en cv.
Skeena. TO testigo absoluto, T1 vacuna foliar, T2 vacuna foliar y suelo, T3 vacuna suelo,
T4 Agrocopper® SP, T5 infeccidn sin vacuna. Letras diferentes en la misma columna hace
referencia a diferencia estadistica significativa entre los tratamientos, Tukey P<0,05.
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Gréfico 3.- Distribuciéon de la severidad (%) de los cancros generados por P. syringae pv.
syringae en cerezos. a) Invernadero. B) Campo. TO testigo absoluto, T1 vacuna foliar, T2
vacuna foliar y suelo, T3 vacuna suelo, T4 Agrocopper® SP, T5 infeccidn sin vacuna. Letras
diferentes en las columnas de un mismo color hace referencia a diferencia estadistica
significativa entre los tratamientos, Tukey P<0,05. n=30.



Los indices de dafio fueron mayores en campo que invernadero, debido principalmente a
la mayor presencia de cancros categorizados como severos (grafico 4) en campo. Del
mismo modo, para ambas condiciones, T4 presentd los mayores ID, lo cual podria atribuirse
a una pérdida o diminucion de la microbiota protectora por el cobre asperjado (i.a sulfato de
cobre pentahidratado) previo a la inoculacion de la bacteria P. syringae pv. Syringae.

Exceptuando el testigo absoluto (T0), los tratamientos con vacuna (T1 a T3) presentaron
una menor distribucidon de los cancros considerados severos, tanto en campo como en
invernadero. En el mismo sentido, en invernadero la severidad que mayormente se produjo
fue moderado, y en campo subié a severo.

Lo anterior en la practica significa que los tratamientos en base a “vacunas” tendrian los
mismos efectos que los tratamientos convencionales usando cobre desde el punto de vista
de la formacién de los cancros, pero mejor resultado por menor grado de severidad de ellos.
Por lo tanto, de acuerdo con los resultados obtenidos el producto desarrollado en el
proyecto podria sustituir a los pesticidas en base a cobre, que se usan habitualmente para
el control de céancer bacterial, pero ademas tienen la ventaja de ser menos invasivos al
medio ambiente y no afectarian tanto la microbiologia protectora que se desarrollan en
forma natural en los cerezos (tales como levaduras, hongos, musgos, liquenes y otro tipo
de bacteria).



DETALLE DE LOS CANCROS EN INVERNADERO POR TRATAMIENTO.

ANEXO 9a.

























ANEXO 9b.- DETALLE DE LOS CANCROS EN CAMPO POR TRATAMIENTO

























ANEXO 8.- EVALUACION DE LOS TRATAMIENTOS EN EL CONTROL DE BOTRYTIS
CINEREA EN FRUTOS DE ARANDANO CV. STAR.

Para evaluar la infeccién enddgena por Botrytis cinerea en frutos de arandanos, 15 frutos
en madurez de cosecha, de cada tratamiento y repeticion fueron distribuidos
equidistantemente en placas de Petri de 140 mm didmetro. En cada placa se dispuso un
trozo de algodén humedecido con agua destilada estéril, con el fin de crear una atmésfera
himeda. Cabe sefialar, que previamente los frutos fueron desinfectados por inmersién en
una soluciéon de hipoclorito de sodio al 0.5 % durante 5 minutos y posteriormente
enjuagados en 3 oportunidades con agua destilada estéril. Las placas fueron incubadas
durante 10 dias a 22 +2°C. Tras el periodo de incubacion, se contabilizé el numero de frutos
en cada placa que presentd desarrollo micelial compatible con Botrytis cinérea.

Cabe mencionar que en la primera temporada 2018/19, se realizaron las evaluaciones sélo
en campo, dado que en invernadero no se generaron frutos suficientes y representativos
como para realizar las pruebas.

En relacién con los resultados, la temporada 2018/19, no se encontraron diferencias
estadisticas significativas entre los tratamientos, aunque T1 presentd el menor nivel de
infeccion. En la temporada siguiente (2019/20), en invernadero con aplicacion de la
“vacuna” via drench al suelo (T3) presentd la mayor actividad de frutos con B. cinerea,
siendo éste tratamiento estadisticamente superior a T5, que corresponde al tratamiento con
aspersion de conidias del hongo B.cinerea. En las evaluaciones en campo no se generaron
diferencias entre los tratamientos, en donde ademas se obtuvo una baja presencia de frutos
afectados independiente del tratamiento. Debido a la situacion descrita se procedio a repetir
la evaluacion, obteniéndose similares resultados.
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Gréfico 2.- Incidencia de B. cinerea en frutos de arandano cv. Star) a) Campo 2018. b)
Campo e invernadero 2019. TO testigo absoluto, T1 vacuna foliar, T2 vacuna foliar y suelo,
T3 vacuna suelo, T4 Comet®, T5 infeccidn sin vacuna. Letras diferentes en las columnas
de un mismo color hace referencia a diferencia estadistica significativa, Tukey P<0,05.



Imagen 25.- secuencia de actividades generales para determinar B. cinerea en frutos de
ardndanos. a) cosecha de los frutos en estado de madurez de cosecha b) Lavado de frutos,
mediante inmersion en hipoclorito de sodio al 0,5% por 5 minutos, c) Triple enjuague de los
frutos con agua destilada. d) Homogenizacién de la humedad de los frutos previo a la
incubacién. e) disposicion de los frutos en la placa de Petri. f) Fruto positivo con infeccion
de B. cinérea.



ANEXO 9.- EVALUACION DE LOS TRATAMIENTOS EN LA FORMACION DE CANCROS
EN CEREZOS.

En octubre de 2018 se iniciaron las evaluaciones para determinar si alguno de los
tratamientos con el formulado “Vacuna” influia positivamente en evitar o disminuir la
formacion de cancros. Después de 2 temporadas de aplicaciones de los tratamientos
(primavera con hoja madura, repitiendo en otofio aun con hoja activa), en agosto de 2020
se procedié a evaluar y calificar los cortes inoculados con la bacteria P. syringae pv.
syringae.

En los cuadros la y 1b, se presenta el resumen de las evaluaciones de cancros en
invernadero y campo respectivamente. Para calificar el dafio causado por la P. syringae pv.
syringae, arbitrariamente cada cancro se valoré la severidad (S) del dafio en una escala de
0 a 3, siendo 0 planta sana, 1 dafo leve, 2 dafio moderado, y 3 dafio severo (imagen 26).
Para cuantificar el dafio causado por la enfermedad y comparar entre los tratamientos se
obtuvo un indice de dafio (ID), adaptando la férmula propuesta por Moragrega et al., 2003
para evaluar P. syringae pv. syringae en peras.

ID=leve + (moderado x 2) + (severo x 3)

Nt X Smax

Donde, Nt= nimero de inoculaciones por replica, Smax= Severidad maxima considerada,
que en este caso seria 3.

En ambos casos, como se podia prever, el tratamiento no inoculado (TO) present6 un ID
menor, atribuyéndose los casos positivos a infecciones posteriores a las inoculaciones de
los demés tratamientos. En relacion con los tratamientos inoculados (T1 a T5), si bien no
se genero diferencias estadisticas significativas entre ellos, los tratamientos con vacunas
presentaron indices ID menores a T4 y T5 en ambas condiciones de evaluacion.
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Imagen 26.- Categorizacion de la severidad del dafio causado
por P. syringae pv.syringae. 0 Sano, 1 Leve (pardo), 2 moderado
(cancro incipiente) y 3 severo (cancro expandido).
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Categoria de Severidad

Tratamiento Sana (0) Leve (1) Moderado (2) Severo (3) ID
TO 3,8a 1,2 0,2b 0,8b 0,22 b
T1 0,0b 0,2 2,8a 3,0a 0,82 a
T2 00b 0,8 1,6 ab 36a 0,82 a
T3 0,0b 0,4 1,6 ab 1,0b 0,86 a
T4 0,0b 0,0 1,0 ab 50a 0,94 a
T5 0,0 b 0,4 1,0 ab 4,6 a 0,90 a
b Categoria de Severidad
Tratamiento Sana (0) Leve (1) Moderado (2) Severo (3) ID
TO 5,6a 0,4 0,0b 0,0 0,02 b
T1 0,0b 1,8 3,2a 1,0 0,62 a
T2 0,4b 1,4 3,2a 1,0 0,60 a
T3 0,0b 3,2 1,8 ab 1,4 0,54 a
T4 0,0b 1,4 1,8 ab 2,8 0,74 a
T5 0,0b 2,2 1,8 ab 2,0 0,65 a

Cuadro 2.- Severidad categorizada del dafio generado por P. syringae pv. syringae en
cerezos a) tratamientos en campo en cv. Lapins b) tratamientos en Invernadero en cv.
Skeena. TO testigo absoluto, T1 vacuna foliar, T2 vacuna foliar y suelo, T3 vacuna suelo,
T4 Agrocopper® SP, T5 infeccidn sin vacuna. Letras diferentes en la misma columna hace
referencia a diferencia estadistica significativa entre los tratamientos, Tukey P<0,05.
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Gréfico 3.- Distribuciéon de la severidad (%) de los cancros generados por P. syringae pv.
syringae en cerezos. a) Invernadero. B) Campo. TO testigo absoluto, T1 vacuna foliar, T2
vacuna foliar y suelo, T3 vacuna suelo, T4 Agrocopper® SP, T5 infeccidn sin vacuna. Letras
diferentes en las columnas de un mismo color hace referencia a diferencia estadistica
significativa entre los tratamientos, Tukey P<0,05. n=30.



Los indices de dafio fueron mayores en campo que invernadero, debido principalmente a
la mayor presencia de cancros categorizados como severos (grafico 4) en campo. Del
mismo modo, para ambas condiciones, T4 presentd los mayores ID, lo cual podria atribuirse
a una pérdida o diminucion de la microbiota protectora por el cobre asperjado (i.a sulfato de
cobre pentahidratado) previo a la inoculacion de la bacteria P. syringae pv. Syringae.

Exceptuando el testigo absoluto (T0), los tratamientos con vacuna (T1 a T3) presentaron
una menor distribucidon de los cancros considerados severos, tanto en campo como en
invernadero. En el mismo sentido, en invernadero la severidad que mayormente se produjo
fue moderado, y en campo subié a severo.

Lo anterior en la practica significa que los tratamientos en base a “vacunas” tendrian los
mismos efectos que los tratamientos convencionales usando cobre desde el punto de vista
de la formacién de los cancros, pero mejor resultado por menor grado de severidad de ellos.
Por lo tanto, de acuerdo con los resultados obtenidos el producto desarrollado en el
proyecto podria sustituir a los pesticidas en base a cobre, que se usan habitualmente para
el control de céancer bacterial, pero ademas tienen la ventaja de ser menos invasivos al
medio ambiente y no afectarian tanto la microbiologia protectora que se desarrollan en
forma natural en los cerezos (tales como levaduras, hongos, musgos, liquenes y otro tipo
de bacteria).



DETALLE DE LOS CANCROS EN INVERNADERO POR TRATAMIENTO.

ANEXO 9a.

























ANEXO 9b.- DETALLE DE LOS CANCROS EN CAMPO POR TRATAMIENTO

























ANEXO 10.-ACTIVIDAD ENZIMATICA Y POLIFENOLES TOTALES HOJAS.

En arandanos, 15 y 30 dias después de la primera aplicacion de los tratamientos,
se colectaron hojas para monitorear polifenoles totales y la actividad de enzimatica de
fenilalanina amonio liasa (PAL), ascorbato peroxidasa (APX) y catalasa (CAT), enzimas
relacionada con produccion y activacion de metabolitos secundarios que incrementaran la
tolerancia a los patdgenos en estudio. En cerezos también se relazaron 2 evaluaciones, 7
dias después de los tratamientos de primavera y otofio respectivamente. De acuerdo con
los resultados obtenidos, no fue posible concluir que alguno de los tratamientos influyera
sobre las actividades enzimaticas evaluadas. Las condiciones ambientales durante el
periodo de muestreo parecen tener mayor influencia que las formulaciones evaluadas. En
una primera etapa se realizaron evaluaciones para determinar la sensibilidad de la
mitologia mediante muestras ciegas para el laboratorio, con objetivo establecer una
dinAmica de muestreo y proceso. Durante el desarrollo en la primera temporada, de
acuerdo a los resultados en primavera de 2018, se adicionaron pruebas de reconocimiento
utilizando los tratamientos en estudio. De esta manera, en las aplicaciones de otofio 2019
en campo en cerezos, se realizaron analiticas previo y 7 dias posterior de las aplicaciones
en los tratamientos. Como se presentd en el informe 5, existe reconocimiento por parte de
la planta a los formulados, siendo los tratamientos con vacuna los de mayor incremento en
la generacién de polifenoles totales (grafico 5), siendo menos clara la respuesta en la
dindmica de las enzimas evaluadas. En el mismo sentido, en 2019/20 en cerezo, se
incrementaron las evaluaciones para establecer un monitoreo, mas que un punto de
evaluacion. De esta manera, se considerd 7 y 14 dias posterior a la aplicacion de los
tratamientos, aunque fue posible s6lo en los analisis de primavera, debido al cierre del
laboratorio analitico desde fines de marzo de 2020 por la pandemia. Los analisis obtenidos
no generaron resultados concluyentes como los publicados por Salamah et al., 2001,
guienes encontraron un incremento de la actividad de la PAL en células de tabaco BY-2 in
vitro, después de 6 horas de aplicado un extracto proteico denominados Harpin, extraido
de la bacteria Pseudomonas syringae pv. glicinea. Por su parte, Zhang et al., 2010,
determinaron in incremento de un 46,84% en la actividad de la enzima fenilalanina amonio
liasa, de un 109,5% en la actividad de peroxidasas y un 111% de incremento en la actividad
de la polifenol oxidasa después de la inoculacion con extracto proteico extraido del hongo
Botrytis cinerea asperjado a plantulas tomates. Ademas, se informé de un incremento en
la tolerancia a la sequia (20% mas) y un 60% de menor incidencia de la enfermedad en
plantines de tomates inoculadas con 5x10° esporas de B. cinerea, que fueron tratadas
previamente con el extracto proteico del hongo



Anexo 10a.- Analisis en hojas de Cerezo:
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Gréfico 4.-Andlisis de hojas de cerezo en primavera 2018, 7 dias después de la aplicacion
de los tratamientos. a y b) Invernadero, ¢ y d) Campo. En donde, PT= polifenoles totales,
PAL=fenilalanina amonio liasa, CAT= catalasa APX= ascorbato peroxidasa. TO Testigo
absoluto, T1 “vacuna” foliar, T2 “Vacuna” foliar y suelo, T3 “Vacuna” suelo, T4 Quimico (1
gr/L Agrocopper® SL), T5 Infeccion s/ “vacuna”. Letras diferentes en las columnas de un
mismo color de un grafico, hace referencia a diferencia estadistica significativa, Tukey
P<0,05.
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Grafico 5.-Andlisis de hojas de cerezo otofio CAMPO 2019, Antes y 7 dias después de los
tratamientos. a) PT, b) PAL, c) CAT, d) APX. En donde, PT= polifenoles totales,
PAL=fenilalanina amonio liasa, CAT= catalasa APX= ascorbato peroxidasa. TO Testigo
absoluto, T1 “vacuna” foliar, T2 “Vacuna” foliar y suelo, T3 “Vacuna” suelo, T4 Quimico (1
gr/L Agrocopper® SL), T5 Infeccioén s/ “vacuna”. Letras diferentes en las columnas de un
mismo color de un gréfico, hace referencia a diferencia estadistica significativa, Tukey
P<0,05.
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Grafico 6.-Andlisis de hojas de cerezo primavera INVERNADERO 2019, primer y segundo
muestreo que corresponde a 7 y 14 dias de la primera aplicacion de los tratamientos. a)
PT, b) PAL, c) CAT, d) APX. En donde, PT= polifenoles totales, PAL=fenilalanina amonio
liasa, CAT= catalasa APX= ascorbato peroxidasa. TO Testigo absoluto, T1 “vacuna” foliar,
T2 “Vacuna” foliar y suelo, T3 “Vacuna” suelo, T4 Quimico (1 g/L Agrocopper® SL), T5
Infeccion s/ “vacuna”. Letras diferentes en las columnas de un mismo color de un grafico,
hace referencia a diferencia estadistica significativa, Tukey P<0,05.
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Gréafico 7.-Analisis de hojas de cerezo primavera CAMPO 2019, primer y segundo
muestreo que corresponde a 7 y 14 dias de la primera aplicacion de los tratamientos. a)
PT, b) PAL, c) CAT, d) APX. En donde, PT= polifenoles totales, PAL=fenilalanina amonio
liasa, CAT= catalasa APX= ascorbato peroxidasa. TO Testigo absoluto, T1 “vacuna” foliar,
T2 “Vacuna” foliar y suelo, T3 “Vacuna” suelo, T4 Quimico (1 g/L Agrocopper® SL), T5
Infeccidén s/ “vacuna”. Letras diferentes en las columnas de un mismo color de un grafico,
hace referencia a diferencia estadistica significativa, Tukey P<0,05.



Anexo 10b.- Andlisis en hojas de Arandanos:
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Gréafico 8.-Andlisis de hojas de arandanos INVERNADERO 2018, primer y segundo
muestreo que corresponde a 15 y 30 dias de la primera aplicacién de los tratamientos. a)
PT, b) PAL, c) CAT, d) APX. En donde, PT= polifenoles totales, PAL=fenilalanina amonio
liasa, CAT= catalasa APX= ascorbato peroxidasa. TO Testigo absoluto, T1 “vacuna” foliar,
T2 “Vacuna” foliar y suelo, T3 “Vacuna” suelo, T4 Quimico (1 mL/L Comet®), T5 Infeccién
s/ “vacuna”. Letras diferentes en las columnas de un mismo color de un gréfico, hace
referencia a diferencia estadistica significativa, Tukey P<0,05.
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Grafico 9.-Analisis de hojas de ardndanos CAMPO 2018, primer y segundo muestreo que
corresponde a 15y 30 dias de la primera aplicacion de los tratamientos. a) PT, b) PAL, c)
CAT, d) APX. En donde, PT= polifenoles totales, PAL=fenilalanina amonio liasa, CAT=

catalasa APX= ascorbato peroxidasa. TO Testigo absoluto, T1 “vacuna” foliar, T2 “Vacuna”

foliar y suelo, T3 “Vacuna” suelo, T4 Quimico (1 mL/L Comet®), T5 Infeccién s/ “vacuna”.
Letras diferentes en las columnas de un mismo color de un grafico, hace referencia a
diferencia estadistica significativa, Tukey P<0,05.
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Gréafico 10.-Andlisis de hojas de arandanos INVERNADERO 2019, primer y segundo
muestreo que corresponde a 15 y 30 dias de la primera aplicacién de los tratamientos. a)
PT, b) PAL, c) CAT, d) APX. En donde, PT= polifenoles totales, PAL=fenilalanina amonio
liasa, CAT= catalasa APX= ascorbato peroxidasa. TO Testigo absoluto, T1 “vacuna” foliar,
T2 “Vacuna” foliar y suelo, T3 “Vacuna” suelo, T4 Quimico (1 mL/L Comet®), T5 Infeccion
s/ “vacuna”. Letras diferentes en las columnas de un mismo color de un grafico, hace
referencia a diferencia estadistica significativa, Tukey P<0,05.
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Grafico 11.-Analisis de hojas de ardndanos Campo 2019, primer y segundo muestreo que
corresponde a 15y 30 dias de la primera aplicacion de los tratamientos. a) PT, b) PAL, c)
CAT, d) APX. En donde, PT= polifenoles totales, PAL=fenilalanina amonio liasa, CAT=
catalasa APX= ascorbato peroxidasa. TO Testigo absoluto, T1 “vacuna” foliar, T2 “Vacuna”
foliar y suelo, T3 “Vacuna” suelo, T4 Quimico (1 mL/L Comet®), T5 Infeccion s/ “vacuna”.
Letras diferentes en las columnas de un mismo color de un grafico, hace referencia a
diferencia estadistica significativa, Tukey P<0,05.




Anexo 10d.- Informes de analisis de polifenoles totales y enzimas. Laboratorio de Sintesis
y Biotransformacion de Productos Naturales de la Universidad del Bio-Bio, Campus
Fernando May de Chillan. (Profesional a Cargo: Dr. Julio Alarc6n-Enos)

Universidad del Bio-Bio
Laboratorio Sintesis y Biotransformacion de Productos Naturales Departamento
Ciencias Basicas, Facultad de Ciencias

Srs. Consultora Profesional Agraria Sur Ltda.

Chillan 25 de noviembre de 2017
Estimados 5rs,

Recibida las muestras de hojas de plantas de cerezo y Arandano, y luego de establecer los protocolos
acordados para la ejecucion de los analisis solictados, informamos los resultados obtenidos:

1. Determinacion de Polifenoles en hojas de Arandano y Cerezo

Promedio |D5
ATO 0,66 0,02 |a
AT1 058 0,02 | b
AT2 0,86 0,03 |c
CTO 0,45 0,01 (d
CT1 0,48 0,03 |d
CT2 0,44 0,01|d
1,00
0,90
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20,50 |
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E oz -
0.20
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2. Determinacion de la Actividad de la Enzima fenilamonio-liasa en hojas de Arandano y
Cerezo

Actividad Fenilamonio-liasa

#{erezo Arandado

3. Determinacion de las enzimas ascorbato peroxidasa y catalasa
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Dr. Julio Alarcon Enos

Laboratorio Sintesis y Biotransformacion de Productos Maturales
Facultad de ciencias
Universidad del Bio-Bio



Universidad del Bio-Bio

Laboratorio Sintesis y Biotransformacion de Productos Naturales Departamento
Ciencias Basicas, Facultad de Ciencias

Informe 2.- (2017-2018) 1. Andlisis de Polifenoles totales en Hojas de Arandanos y Cerezos

mg
TPC GAE/100g

H1P5C  48,8585209
H4PEC | 37,5040193

Hep7C | 519533762
52,4959807
H3P3C g3 3440514

HS5P3C  g9,2926045
H6P7A  58,3038585
H4P5A 65,8199357
Hop1a | 57,2090354

54,766881
H5P2A

H3P4A
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2. Determinacién de fenilalanina amonioliasa

Promedio | DS

75,5211435
74,1973534
72,8735632 1,872122

78,8557214
79,6482412

79,2519813| 0,56039613




H6P7A

H4P5A

73,4221193
71,9636776

72,6928985

1,03127398

78,1269254
76,9417476

77,5343365

0,83804731

75,9281437
75,7014925

75,8148181

0,16026658

Promedio

DS

59,0666018

62,9

60,9611333

2,67927209

61,2708018

63,4023912

3,01452262

65,5339806

H2P1A

64,4904459

62,4357657

63,4631058

1,45287829

H5P2A
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0,70359921
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3. Determinacion ascorbato peroxidasa en hojas de ardandano y cerezo.
Promedio DS Promedio DS
412,1428 H6P7 | 589,6428
57 403,57142 A 57 558,39285
395|9 12,121830 527,1428 |7 44,194173
5 57 8
344,2857 H4P5 | 611,4285
14 340,17857| 5,8083771| A 71 587,14285| 34,345186
336,0714 |1 3 562,8571 |7 5
29 43
595,3571 H2P1 | 536,4285
43 608,21428| 18,182745| A 71 569,82142| 47,224631
621,0714 |6 8 603,2142 |9 5
29 86
343,2142 H5P2 | 601,0714
86 350,35714| 10,101525| A 29 565 51,012703
357,5| 3 4 528,9285 5
71
420 H3P4 | 562,8571
419,10714| 1,2626906| A 43 552,85714| 14,142135
418,2142 |3 8 542,8571 |3 6
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4. Determinacion de catalasa en hojas de arandano y cerezo.

Promedio |DS

Promedio |DS
0,00747852 H6P7A | 0,00606367

0,00749116 0,00610157
0,00715008 H4P5A 0,0067711
0,00730167 0,00722587| 0,00010719 0,00664477 0,00670793| 8,9326E-05
0,00629106 H2P1A | 0,00651844

0,00641738| 0,00017865 0,00659424( 0,00010719

0,00654371 0,00667004

0,00699848 H5P2A | 0,00613946
0,00725114 0,00712481| 0,00017865 0,00624053

0,00626579 H3PaA | 0,00616473

0,00573522 0,00600051| 0,00037517 0,00631632 0,00624053( 0,00010719

0,00618999| 7,1461E-05

Catalasa Cerezo

0,008
0,007
0,006
0,005
0,004
0,003
0,002
0,001
0
H1P5C H4P6EC HBP7C H3P3C H5P3C
Catalasa arandano
0,007
0,0068 I
0,0066 I
0,0064
0,0062 | I I
0,006
0,0058
0,0056
HEP7A H4P5A H2P1A H5P2A H3P4A

Dr. Julio Alarcén-Enos 12.02.2018



Universidad del Bio-Bio
Laboratorio Sintesis y Biotransformacién de Productos Naturales Departamento
Ciencias Basicas, Facultad de Ciencias

Informe N°3 (muestras 2018-2019)

3. 1. Determinacién Polifenoles Totales
Promedio

TPC muestras mg GAE/g DS

1 T2 R4 T invernadero cerezo 45,1 3,4

2 TO R3 T invernadero cerezo 44,5 3,0

3 T5 R4 T invernadero cerezo 48,4 5,8

4 T5 R3 T invernadero cerezo 58,9 3,3

5 T3 R4 Cerezo T invernadero 63,7 2,9

6 T2 R5 Cerezo T invernadero 61,3 3,8

7 T1 R5 Cerezo T invernadero 61,0 3,0
8 Elicitate Nutri M Fierro R2 18,23 2,13
9 TO M Fierro R2 19,59 1,73
10 Elicitate Nutri M Fierro R3 20,57 1,76
11 Elicitate Nutri M Fierro R4 22,33 2,41
12 Elicitate nutri 6 Torres R4 23,98 2,40
13 TO 6 Torres R3 40,78 4,52
14 Elicitatenutri 6 torre R3 42,41 3,69
15TO 6 Torres R4 46,16 4,18
16 Elicitatenutri 6 torre R4 39,26 16,62
17 TO 6 Torres R1 45,33 4,13
18 T invernadero T5 R1 45,38 3,58
19 T4 R5 Cerezo invernadero 42,06 2,92

20 T3 R3 Cerezo T invernadero 36,34 4,84



70,0
60,0
50,0
40,0
30,0
20,0
10,0

0,0

= T2 R4 Tinvernadero. .. E——

~  TO R3 Tinvernadero. .. E——

w  T5 R4 Tinvernadero... I

Polifenoles Totales

2. Determinacion Actividad Enzimatica

2.1 Determinacion actividad PAL

Muestra
1 T2 R4 Tinvernadero cerezo

2 TO R3 T invernadero cerezo
3 T5 R4 T invernadero cerezo
4 T5R3 Tinvernadero cerezo
5 T3 R4 Cerezo T invernadero
6 T2 R5 Cerezo T invernadero
7 T1 R5 Cerezo T invernadero

2.2 Determinacion actividad Catalasa

Muestra
1T2 R4 Tinvernadero cerezo
2 TO R3 T invernadero cerezo
3 T5 R4 T invernadero cerezo
4 T5 R3 T invernadero cerezo
5 T3 R4 Cerezo T invernadero
6 T2 R5 Cerezo T invernadero
7 T1 R5 Cerezo T invernadero

| I I I RRR
IAHHEEE
B g2 e E 2 = E
33382222
22 Esz§ B
E g RE 2 [ 2 2
n
45 6 7 8 9 1011
PAL
Promedio
0,448
0,228
0,217
0,295
1,256
1,303
1,386
Catalasa
Promedio DS
0,0690023  0,05205255
0,09978946 0,00035401
0,09892201 0,00025307
0,00087586 0,00093473
-0,00085341 0,00024876
0,00056987 0,00026622
0,00050811 0,00039394

Elicitate nutri 6.,

TO 6 Torres R3 E——

Elicitatenutri 6 torre. .. EE——

[y
w
[y
=

DS
0,021
0,035
0,013
0,060
0,031
0,038
0,098

TO 6 Torres R4 I———

Elicitatenutri 6 torre... I

=
=]

TO 6 Torres R1 I

Tinvernadero TS5 R1 I

=
[+.4]

T4 R5 Cerezo.. I

T3 R3 Cerezo T..



2.3 Determinacién Actividad Ascorbato peroxidasa
Ascorbato peroxidasa

Promedio DS
T2 R4 T invernadero cerezo 463,631 17,286
TO R3 T invernadero cerezo 506,230 12,450
T5 R4 T invernadero cerezo 410,675 24,896
T5 R3 T invernadero cerezo 158,294 35,959
T3 R4 Cerezo T invernadero 83,175 7,886
T2 R5 Cerezo T invernadero 99,484 7,022

T1 R5 Cerezo T invernadero 107,183 19,875

2.4 Grafico integrado actividad enzimatica

Actividad enzimatica

GO0
500
400

300
200

100

T2 Ra T TOR32T TS RaA T TS R3 T T3 R4 Cerezo
inve . inve . Inve . invernadero | inve

rnaderc rnadero rnadero

100 1 2 3

- EAL Catalasa Ascorbatoperoxidasa

Dr. Julio Alarcén-Enos
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Universidad del Bio-Bio
Laboratorio Sintesis y Biotransformacién de Productos Naturales Departamento
Ciencias Béasicas, Facultad de Ciencias

Informe N°4 (muestras 2018-2019)

1. Determinacion Polifenoles Totales

Nombre mg GAE/ g de hoja DS
1 T2 R4 T invernadero cerezo 29,46 0,09
2 TO R3 T invernadero cerezo 28,91 0,07
3 T5 R4 T invernadero cerezo 33,59 0,08
4 T5 R3 T invernadero cerezo 40,19 0,08
5 T3 R4 Cerezo T invernadero 42,71 0,08
6 T2 R5 Cerezo T invernadero 41,88 0,11
7 T1 R5 Cerezo T invernadero 40,99 0,09
8 Elicitate Nutri M Fierro R2 6,57 0,04
9 TO M Fierro R2 8,38 0,05
10 Elicitate Nutri M Fierro R3 8,80 0,05
11 Elicitate Nutri M Fierro R4 10,22 0,07
12 Elicitate nutri 6 Torres R4 12,05 0,07
13 TO 6 Torres R3 25,47 0,14
14 Elicitatenutri 6 torre R3 27,41 0,09
15 TO 6 Torres R4 30,08 0,11
16 Elicitatenutri 6 torre R4 26,62 0,30
17 TO 6 Torres R1 29,13 0,12
18 T invernadero T5 R1 28,00 0,09
19 T4 R5 Cerezo invernadero 25,40 0,07
20 T3 R3 Cerezo T invernadero 23,23 0,07
21 To M Fierro R1 27,93 0,18
22 To M fierro R4 28,99 0,08
23 Elicitec Nutry 6 Torres R1 31,90 0,14
24 T invernadero T2R3 cerezo 6,10 0,09




25 T6 Torres R2 8,04 0,08
26 To M fierro R3 7,72 0,06
27 Elicitec nutri M fierro R1 5,16 0,05
28 Tinvernadero T5R2 cerezo 7,40 0,07
29 Tinvernadero T4R21 cerezo 9,57 0,06
30 T invernadero TO R4 cerezo 6,09 0,05
31 Tinvernadero T1R5 4,96 0,07
32 T invernadero T3R5 cerezo 1,46 0,02
33 T invernadero TOR5 cerezo 5,64 0,03
34 T invernadero TOR2 cerezo 7,97 0,05
35 T invernadero T1R1 cerezo 6,73 0,07
36 T invernadero T5R5 cerezo 5,14 0,03
37 T invernadero T1R2 cerezo 5,17 0,07
38 T invernadero T2R2 cerezo 5,89 0,03
39 T inverndero T2 R3 cerezo 2,77 0,02
40 T1R4 campo 23,34 0,04
41 TOR1 campo 22,29 0,01
42 T5R4 campo 20,84 0,04
43 TOR4 campo 24,18 0,02
44 TOR2 campo 15,53 0,03
45 T2R4 campo 16,95 0,02
46 T5R2 campo 20,73 0,02
47 T4R4 campo 25,31 0,03
48 T3R2 campo 27,48 0,10
49 TOR3 campo 34,82 0,09
50 T1R5 campo 37,80 0,54
51 T4 R5 campo 29,82 0,09
52 T4 R2 campo 27,25 0,04
53 T2 R3 campo 28,28 0,04
54 T5R3 campo 26,24 0,05
55 T4R5 campo 26,67 0,14




2. Determinacion Actividad Enzimatica

2.1 Determinacion actividad PAL

Muestra Actividad

1 T2 R4 T invernadero cerezo 0,448

2 TO R3 T invernadero cerezo 0,228

3 T5 R4 T invernadero cerezo 0,217

4 T5 R3 T invernadero cerezo 0,295

5 T3 R4 Cerezo T invernadero 1,256

6 T2 R5 Cerezo T invernadero 1,303

7 T1R5 Cerezo T invernadero 1,386

8 Elicitate Nutri M Fierro R2 -0,976
9 TO M Fierro R2 27,313
10 Elicitate Nutri M Fierro R3 77,165
11 Elicitate Nutri M Fierro R4 51,923
12 Elicitate nutri 6 Torres R4 60,504
13 TO 6 Torres R3 21,320
14 Elicitatenutri 6 torre R3 35,714
15 TO 6 Torres R4 45,536
16 Elicitatenutri 6 torre R4 43,827
17 TO 6 Torres R1 53,077
18 T invernadero T5 R1 22,420
19 T4 R5 Cerezo invernadero -20,134
20 T3 R3 Cerezo T invernadero 0,877
21 To M Fierro R1 57,447
22 To M fierro R4 61,224
23 Elicitec Nutry 6 Torres R1 38,281
24 T invernadero T2R3 cerezo 7,570
25 T6 Torres R2 52,239
26 To M fierro R3 49,660
27 Elicitec nutri M fierro R1 107,071
28 T invernadero T5R2 cerezo 34,426
29 T invernadero T4R21 cerezo 36,364




30 T invernadero TO R4 cerezo 38,983
31 T invernadero T1R5 32,828
32 T invernadero T3R5 cerezo 342,063
33 T invernadero TOR5 cerezo 197,887
34 T invernadero TOR2 cerezo 63,303
35 T invernadero T1R1 cerezo 34,239
36 T invernadero T5R5 cerezo 42,763
37 T invernadero T1R2 cerezo 135,644
38 T invernadero T2R2 cerezo 124,658
39 T inverndero T2 R3 cerezo 1,205
40 T1R4 campo 52,760
41 TOR1 campo -5,212
42 T5R4 campo -10,363
43 TOR4 campo -2,354
44 TOR2 campo 9,975
45 T2R4 campo 6,452
46 T5R2 campo 12,551
47 T4R4 campo 3,796
48 T3R2 campo -0,976
49 TOR3 campo -0,976
50 T1 R5 campo -0,976
51 T4 R5 campo -0,976
52 T4 R2 campo -0,976
53 T2 R3 campo -0,976
54 T5R3 campo -0,976
55 T4R5 campo -0,976




2.2 Determinacién actividad Catalasa

Muestra Actividad
1 T2 R4 T invernadero cerezo 0,07
2 TO R3 T invernadero cerezo 0,10
3 T5 R4 T invernadero cerezo 0,10
4 T5 R3 T invernadero cerezo 0,00
5 T3 R4 Cerezo T invernadero 0,00
6 T2 R5 Cerezo T invernadero 0,00
7 T1R5 Cerezo T invernadero 0,00
8 Elicitate Nutri M Fierro R2 -9,58
9 TO M Fierro R2 -8,54
10 Elicitate Nutri M Fierro R3 -6,34
11 Elicitate Nutri M Fierro R4 -13,83
12 Elicitate nutri 6 Torres R4 -6,57
13 TO 6 Torres R3 1,06
14 Elicitatenutri 6 torre R3 1,40
15 TO 6 Torres R4 -0,62
16 Elicitatenutri 6 torre R4 -7,98
17 TO 6 Torres R1 -8,91
18 T invernadero T5 R1 -18,79
19 T4 R5 Cerezo invernadero -44,84
20 T3 R3 Cerezo T invernadero 949,02
21 To M Fierro R1 5,74
22 To M fierro R4 11,65
23 Elicitec Nutry 6 Torres R1 -4,02
24 T invernadero T2R3 cerezo -5,71
25 T6 Torres R2 -0,23
26 To M fierro R3 -1,44
27 Elicitec nutri M fierro R1 15,92
28 T invernadero T5R2 cerezo -37,50
29 T invernadero T4R21 cerezo 4,97
30 T invernadero TO R4 cerezo 0,00
31 T invernadero T1R5 -9,31
32 T invernadero T3R5 cerezo 7,11
33 T invernadero TORS5 cerezo -2,99




34 T invernadero TOR2 cerezo -5,32
35 T invernadero T1R1 cerezo -9,89
36 T invernadero T5R5 cerezo -9,67
37 T invernadero T1R2 cerezo -6,88
38 T invernadero T2R2 cerezo -1,95
39 T inverndero T2 R3 cerezo -14,72
40 T1R4 campo 6,88
41 TOR1 campo -2,02
42 T5R4 campo 5,56
43 TOR4 campo -4,84
44 TOR2 campo 1,96
45 T2R4 campo 4,72
46 T5R2 campo 6,16
47 T4R4 campo -1,04
48 T3R2 campo 11,04
49 TOR3 campo 3,90
50 T1 R5 campo 5,62
51 T4 R5 campo -0,38
52 T4 R2 campo 0,67
53 T2 R3 campo 0,65
54 T5R3 campo 6,27
55 T4R5 campo 4,77

2.3 Determinacion Actividad Ascorbato peroxidasa

Muestra Actividad

1 T2 R4 T invernadero cerezo 463,631
2 TO R3 T invernadero cerezo 506,23
3 T5 R4 T invernadero cerezo 410,675
4 T5 R3 T invernadero cerezo 158,294
5 T3 R4 Cerezo T invernadero 83,175
6 T2 R5 Cerezo T invernadero 99,484
7 T1 R5 Cerezo T invernadero 107,183
8 Elicitate Nutri M Fierro R2 107,07
9 TO M Fierro R2 2,68

10 Elicitate Nutri M Fierro R3 -10,34




11 Elicitate Nutri M Fierro R4 6,83
12 Elicitate nutri 6 Torres R4 -1,90
13 TO 6 Torres R3 25,20
14 Elicitatenutri 6 torre R3 -0,14
15 TO 6 Torres R4 231,50
16 Elicitatenutri 6 torre R4 419,14
17 TO 6 Torres R1 217,79
18 T invernadero T5 R1 1,78
19 T4 R5 Cerezo invernadero -7,32
20 T3 R3 Cerezo T invernadero 0,04
21 To M Fierro R1 73,52
22 To M fierro R4 51,53
23 Elicitec Nutry 6 Torres R1 25,13
24 T invernadero T2R3 cerezo 11,24
25 T6 Torres R2 1003,33
26 To M fierro R3 205,44
27 Elicitec nutri M fierro R1 -13,79
28 T invernadero T5R2 cerezo 50,19
29 T invernadero T4R21 cerezo 41,77
30 T invernadero TO R4 cerezo 37,28
31 T invernadero T1R5 89,05
32 T invernadero T3R5 cerezo 96,27
33 T invernadero TOR5 cerezo 168,35
34 T invernadero TOR2 cerezo 50,76
35 T invernadero T1R1 cerezo 20,25
36 T invernadero T5R5 cerezo 82,44
37 T invernadero T1R2 cerezo 71,82
38 T invernadero T2R2 cerezo 59,83
39 T invernadero T2 R3 cerezo 40,33
40 T1R4 campo 24,12
41 TOR1 campo 53,27
42 T5R4 campo 147,23
43 TOR4 campo 265,57
44 TOR2 campo 12,68




45 T2R4 campo 4,77
46 T5R2 campo 25,43
47 T4R4 campo 3,28
48 T3R2 campo -3,65
49 TOR3 campo 0,03
50 T1 R5 campo -0,30
51 T4 R5 campo 2,90
52 T4 R2 campo 0,53
53 T2 R3 campo 0,47
54 T5R3 campo -0,32
55 T4R5 campo -3,96

Dr. Julio Alarcén-Enos

18.03.2018




Informie N°5 {muestras 2018-2019]

1. Determinacion Polifencles Totales

Laboratorio Simtesis y Biotransformadon de Productos Naturales

Universidad del Bio-Bio

Departamento Ciencias Basicas, Faoultad de Ciencias

o Fombire Prasiendio mig GAE/L mig GAES g de B
1 T2 R T v rTdd i ro Cireao 138 0,05 HIES 3338
z TIOR3 T v rhdd i n Cireao LI17 0,07 4,71 2958
] TS R T v rnad e n cireao 120 0,06 E5,20 3408
4 TS A3 T inwernadeno cerean 155 0,10 104,23 4155
E T3 Rd-Cereao Tirvemadens 158 o] 11333 4455
(] T2 RS Cereao T irwe rmadiens 156 0,05 11335 4538
i TL RS Carean T irva mading 180 ooa b el 4348
-] Elicitate Mutri M Fiasno B2 046 0,05 19,34 7,588
[ ] T Ml Fiireny A2 052 0,06 HE4 3,54
18 Elicitate Mutri M Fiena B3 0L 0,05 5,73 0z
L Elicitats Mutri M Fiasno B4 0 0,08 002 1200
12 Elicitat® nuiri & Teeres RE &l 0,06 EE] 123
12 0 & Teeres A3 [ 017 BLES 556
14 Elicltaberwtr Guora B3 1,15 010 AT 29,48
1E T & Teemas RE 15 0,0& BlE4 i
18 Elicitateratn 61oime B4 108 03s .15 1730
ar T & Toemes R 1L1B 0os TE07 043
1z T s rmadirs TS A1 111 008 16 H06
1= T4 RS Carear irnemadin 10\ 0oL 800 1581
Fl T3 A3 Coreac Tirvemading LB 0,07 B4 558
1 T M Fitemos AL 1.08 0,07 851 1740
» T M T RE 117 010 .53 5
Fo] Elicibec Muiry & Tomes Rl 134 003 Hh51 3336
4 T v rmadire TIRD cofan 0L 0,05 35,06 e
5 Tk Teamas R2 0.z0 003 24l 8,96
] Tz b Thaime RS 048 0,07 130 8,52
T Elicitae nutri M iiemn &1 042 0,0& 15,59 &2
= T v rmadirs TSRZ cf2o 045 0,02 1851 780
o] T v rmadins TART] ciraan 058 008 735 1050
L T v rmadirs TO R4 cersao 04 0,08 17,76 7,10
H T irvwee radero TLRS 0,40 0,08 1443 577
2 T v rmadire TIRS Cofan 031 0,02 657 3,7
E ] T v i re TORS Sl2n 0.4L 003 1724 714
4 T i rmadire TORZ oo 052 0,06 .08 9,63
AL T irvsrnadiers TIR] cefzo 052 0,02 349 3,40
p ] T v rmadiore TSRS GEfE20 042 0,0e 17,25 6,90
T T irvemrmadirs TIRZ cfezo 043 0oa 16,50 64
I T v rmadire TIRE Gz 045 003 18,39 7,3
IF T irvemrmdera T2 A3 ceneae 036 0,01 11,17 4,47
A T154 campo 1 n0d 2,13 455
Il TOE camipo 0,57 0oe 535 PR ]
43 TSRA Salvifs 1] 0os 55,75 1330
41 TR calmipd 10z 0,01 .49 25,40
L TR calmipd 0.7 003 .06 1722
45 TER4 Calmipd 0.7 0,01 5,34 18,38
45 TSRZ Calmipd 0al 0,01 M ZLES
47 TR Camip 106 003 842 IBST
4= TIEZ campo 100 0,09 & 55 1756
) TORE campa 140 007 5,17 1737
(] TL RS camnpo L5 0,05 El5l Erirg




Laboratorio Sintesis y Biotransformadon de Productos Naturales

Universidad del Bio-Bio

Departamento Ciencias Basicas, Facultad de Ciencias

0 Noimtine IF 5 Jmg GAEAL [e GAE/ g e hiia
E1 T4 RS camnge 135 0,06 BL70 3368
£2 T4 A2 camnge 114 0,01 TLTZ 19,08
] T2 A3 camnge 117 0,04 7544 30,17
[ TSRS campa 111 004 004 18,00
[ T4RS campa 107 00 56,91 1677
) TSRS campa 145 0,05 .43 38,57
&7 TOR L INVERNALERD 133 0,03 &7,33 345
£ T3R3 INVERNALERD 118 0,04 £3,43 33,37
£ TSR3 INVERNALERD 141 0,04 8,96 3758
£ TSR INVEENALDERD 153 0,06 108,15 41,30
&1 TSE4 INVEENALDERD 138 0,04 o160 3665
=] TSRS INVERNALERD 142 0,09 .79 37,91
] T2R1 INVERNALERD 118 007 B350 335
[ T3R4 INVERNALERD 155 0,07 15,28 42,11
[ TERZ INVERNALERD L& 0,09 11630 4651
) TORE INVERENADERD [ 0,06 113,15 45,36
&7 TaR4 INVERNALERD 153 0,10 108,33 4138
B TORZ INVEENALERD 153 0,03 108,13 4135
) TR INVERNALERD 141 004 4,10 37,54
£ T2R4 INVEENALERD 144 0,09 56,10 38,48
Fil TORS INVERNADERD 130 niz 85 4 3419
T2 TSR1C WVALDERRA KA 106 0,08 5,58 16,65
Fi ] TSR C VALDERRA M 119 0,10 76,76 nm
T4 T1RE INVERNALERD 145 0,09 2,53 3T
TE TOR INVERNALERD 151 0,08 UG, 15 4,26
78 T1R3 CAMPD 142 0,07 .75 37,50
[l T2R5 CAMPD 142 0,06 55,06 38,08
£ TIR1CAMPD 136 0,06 89,67 3535
EC) TR CAMPD 140 0,04 8,77 37,31
7] TSR1CAMPD 153 0,08 108,76 4151
£ T1RI CAMPD 150 0,05 100,23 40,33
=2 T2RI CAMPD 153 0,06 ME07 FIE]
= T3R4 CAMPD 153 0,09 108,59 41,43
24 TORE CAMPD 131 0,08 BE 42 3457
25 TSR INVEENALERD 138 0,09 L6 3656
) TR1INVERNALERD 141 0,06 4,17 315
=7 TSRS INVEENALERD 113 0,09 79,54 3158
[ TSRLINVERNALERD 149 0,07 0, B 39,35
) T2R1CAMPD 149 0,06 100,54 01
] TSRS CAMPD! 155 0,08 104,29 41,55
& TIRL INVERNADERD 158 0,08 107,09 43,54
B2 T3RE INVERNALERD 116 0,07 74,20 19,68
] TR INVERNALERD 134 0,01 80,30 33,12
B4 T1R4 INVERNALDERD 112 0,08 79,38 3171
25 T2RE INVERNALERD 139 0,23 0,74 3730
2 T1R1 INVEENALDERD 153 0,06 108 69 41,47
[1] T3RI INVERNALERD 134 0,05 8,17 3537
] T1R3 INVERNALERD 149 0,06 100,24 40,30
£ TIR1INVERNALERD 135 0,04 B1,32 33,53
100 TR CAMFD 151 0,06 1062 HE




Laboratorio Simtesis y Biotransformadon de Productos Naturales

Uriversidad del Bio-Bio

Departamento Ciencias Basicas, Faoultad de Ciencias

o | mombre [ — I [mgaasn [mgGiar) g dsbegn |
181 TORS T. CAMPO [EE 0,03 .50 1450
182 TS T CAMPO 07 0,05 5174 M
183 TORLC. VALDERRAMS 07 0,07 1,18 1557
154 T2RS C WALDERRAMA 077 0,07 &5 1741
155 TIR4T. CAMPO 0,5 0,04 56,21 12,76
158 TSR4 T. CAMPD 1,30 0,06 59,53 .97
157 TOR4 T. CAMPO 3 0,09 .53 1637
158 T2R3T. CAMPO L5 0,05 65,57 53
158 TIR1T. CAMPO 07 0,09 &5 50 18,3
188 T2R4 T. CAMPD L0 0,09 61,70 148
181 TSRS T. CAMPO 0,57 0,06 54,00 FE
182 TSR T.CAMPO: LI 0,03 5 55 1636
181 TR T.OAMPD: 137 0,06 o113 3645
184 TSRS T. INVERMADERD o 0,04 2,49 19,40
185 TOFS C WALDERRAMA 151 0,05 10,29 40,76
188 TR C VALDERRAMA 141 0,08 54,38 37,71
187 T1R1C VALDERRAMA 141 0,07 o430 EEES]
182 TLR3 C VALDERRAMA 140 0,02 .55 3742
188 T4R4 T. INVERMADERD 142 0,04 4,71 37,5
i7e TaR1T. INVERMADERD 143 0,03 557 38,35
17 TR T. INVERMADERD L& 0,04 111,34 4454
172 T4RS T. CAMPD L0 0,10 6153 77
172 T2R4 T. INVERMADERD 1,48 0,07 .54 39,90
174 TaR T. INVERMADERD 153 0,08 1033 405
178 TOR T.CAMPO: 153 0,07 LE 5 4148
T8 TIRI T.CAMPO: 153 0,07 UG, 37 405
177 TORS T.CAMPD: LB 0,04 107,50 43,0
aTE TIR3 T.CAMPD: 151 0,04 106,45 43,78
T8 T4RI T. CAMPD [ 0,05 112,09 4458
128 TSR1T.CAMPD: 1,35 0,07 FED 3576
181 T4R3 T.CAMPD: 137 0,07 0L 36,31
152 TIR3 T.CAMPD: 157 0,04 LEET 4,75
151 T3R1T. INVERMADERD 152 0,09 1,58 [TET]
124 TIRIT. CAMPO 158 0,08 108,37 43,35
125 TR T. CAMPO 154 0,06 104,33 FrEE]
128 TERA T, INVERMADERD s 0,08 408 135
157 T4R1 TINVERNADERD L6 0,07 G857 1747
122 TSR3 T.CAMPD: 107 0,05 67,00 554
128 TIR1T. CAMPD 100 0,10 1,50 15,16
180 T4R1 CAMPO 134 0,06 TLE2 29,13
18 T4R4 T. CAMPD 0,5 0,08 =12 1LE
182 TOR1 T. CAMPO e 0,09 4,31 176
183 TOR4 CVALDERRAMA 0 0,10 2,3 1548
184 TORS CVALDERRAMA 071 0,08 1,04 1560
18 EF] 05 0,03 5154 FET]
184 = e 0,02 52,37 mss
AET §| 0EF 0,118 7,500 189,08
188 4 o 0,08 E FERT]
188 ;I s 0,08 S 10,43
200 7 0,76 0,08 4,58 17,15
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1] | S b i |hn-hu-¢ |L$ Irn‘ GARNL Im‘ﬁgl_':ﬂnﬂg
Eee) % = 00z w55 1434
e & 038 0,06 28,45 1138
03 o 038 0,07 52,17 T
£ 24 0.3 0,0z a5 433
6 51 = 003 857 18,43
0% 21 0.3 nos 50,36 e
7 = 0,52 007 =55 12,36
B 2 0.E 0,10 5,15 19,36
B = 0,7 0,10 3,11 1735
B0 = 100 0,08 6134 438
1 = L8 006 45 1138
2 ] = oS 3157 127
13 = 100 006 5154 M
14 51 [T 007 S 18,36
216 = 1B 0,01 8,09 77,3
BD 5 118 noe 7152 a1
7 =0 101 0,05 &2.74 75,10
HE = 0.3 007 &0,10 M
e 5 101 0,05 2,50 w13
=0 = 0.7 00s £1,54 1666
=1 54 L6 008 57,58 B
=2 = 101 0,06 2,13 M
= = L6 0,07 5,75 630
34 & 10 0,07 235 3538
26 d 0,52 0,08 =18 B
e a 057 007 .08 BE
=7 12 e 00s 54,47 579
£ o 0,32 0oL 15 3E
=% F 047 nos 0,16 06
0 1 0,46 0,05 16,34 75
B 15 041 0,08 15,44 517
ER 5 055 006 %15 46
En 7 048 noe 2108 54
34 2 0,45 008 18,72 7.5
35 4 0.3 0oz 561 3,55
2% 2] 0.3 00z = 23,25
7 3 03z noe B3 33
B m = 0,08 4,49 5,80
ED 10 046 nos 19,39 %
40 1 0,48 003 WET 3
241 7 0,51 0oL 8,13 3,25
242 = 0,46 00z 18,54 15
43 [ 031 oL =3 3,06
44 Fa] 0.3 0,05 12,78 5,11
45 16 036 0,06 1107 3.8
345 | 045 n,0e 15,08 734
247 1 037 007 1o 4,80
245 13 035 nos 304 17
249 3 0,50 n,0e 30,40 1236
260 = 057 005 8,02 [TET
261 o] 041 0,06 15,50 5,20
B 8 0,30 00s 570 LEE
= = 037 0,09 [ 1.8
264 18 031 006 7,4 2,97
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2. Determinacion Actividad Enzimatica
2.1 Determinacion actividad PAL

AL e bire ol iy Proenedio KAT [aagiei] actividad | %)
1 T2 R Tirraernace s o e 115 1.4 o, o7 3 Al
2 TORI T e rniaden o fe0 L15 1.35 0,05 0,07 1512
3 TS R Tirrernacens o meeo 115 1.43 0,08 oo 23,08
4 TSR3 Thrmarmase s o s 115 1.35 0,08 o7 16,49
5 T3 R4 Cerean T invermadens 115 1.27 o,07 o7 53
E T2 RS Cerern T inviernadera L1s 133 0,08 0,07 14457
T T1RS Cerezn T invernadenn 115 1,40 0,08 oo Y56
a8 Biditate Hutrd M Flerro R2 L15 1.33 0,08 07 14 a1
k] EMFitrmHl L1& 1.41 0,08 007 ralk: -
L] |Ecitate Mutrd M Fierra A3 LI1E 1353 0,08 [Ty 15,04
1 |El|n1abI-Hutl1 K Fierro Rd 116 1.29 0,0 07 1113
12 Bicitabe nutrl & Tormes B4 115 133 0,08 007 1478
13 & Todras A3 Lls 137 0,08 07 135
4 |Ecitateswari 6 e RS 118 133 0,08 oo 14,51
15 [TO5 Tomes R4 1,15 1.28 0,7 007 10,78
16 Elictabarinr € tnme Ad 115 137 [ulls -] o7 1304
LE [TO& Tidras RL Lle 132 0,08 07 14,24
18 IT insemadern TS RL 118 252 0,14 oo 157,40
13 [T4 RS Cereda Invemadarns L1 1.25 0,07 007 7.8l
. [T2 B3 Cerero T invernadens LI1E 125 o0 no7 1o
i [T 1 o R Lle 1,35 0,08 07 1606
2 [T B fler R 116 127 0,0 07 5.8
3 Bicdite Nutry & Tormes R1 L1 1.23 0,07 0,07 10,9
24 [Tinvemadero TIRS cereso L16 133 0,08 iier 19,91
25 ITE Torres R2 L1& 1,33 0,0 07 14,57
26 [T KA fiesrs B3 116 124 0,08 07 1564
i Bidtec nutr B ferms AL L1 132 0,08 0,07 13,85
28 [T insemaders TERE ceres L1 145 0,08 0,07 15,72
29 IT insemadern TR cenaan 118 143 0,08 oo 73,584
3 ITinvemaders T R4 cerean L1 1.3 0,08 007 159
H [T insemaders TIRS 118 137 0,08 0,07 17,96
32 T insemadarn TSRS ceren L1E 1,45 0,08 iTar) 15,35
i T insemadero TORS ceneno 118 137 0,08 o7 1795
4 [T invemaders TORZ ceren L1 137 0,05 0,07 133
35 [Tinvemaders TIR] ceren LI1E 132 0,0E no7 1365
3E T invemadera TSRS cereno 118 1.3 0,08 i ar) 13,18
b T inssemaders TIEE cerens 118 1.28 o,07 o7 11,55
38 [T insemadern TZRZ ceres L1 132 0,08 0,07 13,9
e [T inwemsers T2 3 cem 116 135 0,08 no7 154
40 TR s i 116 1.58 0,11 07 TLR
41 |TORCL iz pa L1& 192 0,11 007 &5,.90
42 | TERA i pde Lle 201 05 07 T3.68L
43  [ToRdcamps 116 1.52 011 007 5,8
44 | TR s pi 116 199 0,11 07 T204
45 | TZR4 i e Lls 197 011 07 TO
45 TSR cam poe L1& 1.95 311 07 3,12
47 [T4Rdcamps 116 213 0z o7 B
A8 [T3RI iz pi 116 1,68 0,00 07 451
43 | TORS i pde Lle 200 01 07 T2
50 [T1 RS campo 116 253 0,13 07 52.M
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FAL Moire Cantrol Fromsadio E&T ool | Actividad )
51 T4 RS camipo 115 156 0,11 0,07 TLE
52 T4 A2 campa 115 1,87 0,11 007 &1,5
53 72 A3 campa 115 1% 0,11 007 ]
59 h=ra campas 115 152 0,11 0.07 5,5
55 [T4R5 campo 115 15 0,11 007 2.8
58 hr=Rs campo 115 215 0,13 007 255,04
57 [ToRL INVERNADERD 115 205 0,12 0.07 76,6
58 [T2R3 INVERNWADERD 115 189 0,11 007 2,73
55 1453 IeVERNADERD 115 3,00 0,17 007 159,14
[=1] [T452 INVERNADERD 115 151 0,11 0.07 4,63
&l [T=R4 INVERNADERD 115 2,30 0,13 0,07 58,19
[=] 1455 vvERNADERD 115 2,00 0.1 007 73,05
[T2R1 INVERNADERD 115 210 0,12 0,07 =180
] [T=54 INVERNADERD 115 2.0 0,12 0,07 73,5
E5 7553 INVERNADERD 115 253 0,15 007 127,07
3 [TORS INVERESADERD 115 230 013 0,07 58,5
=] [T4R4 INVERNADERD 115 2.0 0,13 0,07 =5,
&8 o3 INVERNADERD 115 235 0,14 0,07 105,20
[T2R2 INVERNADERD 115 230 013 0,07 98,5
70 [T2R4 INVERNADERD 115 243 0,14 0,07 105,58
Fi] [ToRS INVERRADERD 115 2,50 0,14 0,07 105 EE
T2 [TSRL C WALDESRAME 115 257 017 0,07 155,17
T3 [T3R2 © WALDERRAMA 1,15 262 0,15 0,07 125,85
74 [T1RS INVERNADERD 115 357 0,21 0,07 37,56
T3 [TOR2 INVERNADERD 115 3,58 0,21 0.07 317,96
78 IT1Ra caneo 1,15 3,57 0,21 0,07 308,05
77 FTaRs CAMFD 115 3,62 0,21 0,07 303,73
78 [TIRL CAMFO 115 3.5 0,20 007 307,40
73 IT4R3 CAMED 115 353 0,21 0,07 T13,06
B0 TSR CAMED 115 3,65 0,21 0,07 T4, 58
[1] [T1R2 CAMFO 115 3,55 0,21 007 315,45
[F] [T2R2 CanFO 115 35 0,21 007 08,56
B3 [T2R4 CARFO 115 3,68 0,21 007 37,63
[] [ToRS CAMFO 115 3,58 0,21 007 317,70
85 [T=R2 INVERNADERD 115 357 0,21 007 308,42
[ [T45.1 INVERWADERD 115 352 0,21 007 33,47
a7 [T=Rs INVERNADERD 1,15 3,80 0,21 007 F11,18
[ [T=R1 INVERNADERD 115 3,60 0,21 0.07 710,57
83 [T2R1 CAMFO 115 3,55 0,20 0,07 37,25
50 [TsRs CaMFO 1,15 3,51 0,21 007 FI2,08
B [TIR L INVERRADERD 115 179 0,10 0.07 54,12
52 [T255 INVERNADERD 115 154 0,11 0,07 58,57
53 [ 1252 INVERNADERD 115 158 0,11 007 L1
54 [T1R4 INVERNADERD 115 155 0,11 0,07 7171
25 [T2RS INVERNADERD 115 154 0,11 0,07 57,5
£ [T151 INVERNADERD 115 155 0,11 007 58,15
57 1252 INVERNADERD 115 1,87 0,11 0,07 51,74
£ [T1R3 INVERNADERD 115 2.0 0,12 0,07 73,05
E=] T2 INVERNADERD 115 172 0,10 0,07 4556
W0 1383 campo 115 215 0,13 0,07 25,00
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Fal HWombre Corarol Prome=dio E&T cortrol | actividad %)
101 TaA1 T. INVERNADERD CEREZD 1,16 1,49 005 0,07 2,85
102 |T181 T, INVERNADERD CEREZD 1,16 1,58 0 0,07 28,37
1S 1583 C vaLDERRAMA 116 1.75 010 o0 50,84
104 |TOR1T. INVERNADERD 1,16 1,49 i 0,07 8,35
185|131 7. INVERNADERD 1,16 1,63 0 0,07 20,61
108 [T585 C wALDERRAMA, 1,16 177 0,10 0,07 52,59
107 |ra&s C vaLDERRAMA 1,16 1,62 T 0,07 35,56
168 |rseac vALDERRAMS 116 153 010 o0 4581
18 |r3m3 C vALDERRAMA 1,16 1,62 0 0,07 25,68
110 |ras3c vALDERRAMA 1,16 1,78 0,10 0,07 53,55
11 T382 CVALDERRAMA 1,16 1.74 0,10 0,07 50,24
112 |ra8z C vALDERRAMA 1,16 1.57 T 0,07 35,28
113 |r4s1C vALDERRARAS 1,16 1.72 0,10 o0 48 68
114 1282 C vALDERRAMA 1,16 1,87 011 0,07 70,16
115  |r2a3 C vALDERRAMA 1,16 1,71 0,10 0,07 47,51
118 [T28aC VALDERRAMA 1,16 1,88 011 0,07 52,32
M7 |T185 C VALDERRARA 1,16 201 012 0,07 3,17
118 |r381C vALDERRARAS 1,16 1.80 0,10 o0 55,20
1153|385 C vALDERRAMA 1,16 1,76 0,10 0,07 52,32
120 [|r3mac vALDERRAMA 1,16 1,70 0,10 0,07 47,02
121 T184 C VALDERRRAMA 1,16 1.76 0,10 0,07 52,77
122 |14RaC VALDERRAMA 1,16 191 011 0,07 55,06
123 |1281 C VALDERRMA 1,16 1.85 0,10 007 ]
124  |tomz c vALDERRAMA 1,16 210 012 0,07 =160
125  |rass 7. iNvERNADERD 1,16 1,80 0,10 0,07 55,29
126 [TORS T. INVERNADERD 1,16 136 01 0,07 5,60
127 |T4R3 7. INVERNADERD 1,16 3.35 015 0,07 189,58
128 |t21 7. INVERNADERO ARANDENCD 116 3,98 0,3 0,07 43,17
125 [13%3 1. INVERNADERD CEREZD 1,16 5.39 0,20 0,07 152 99
130 [tomaT. INVERNADERO 1,16 387 02 0,07 334,10
131 T383 T. INWERHADERD 1,16 .62 0 0,07 1247
132 |ras3a 1. iNvERNADERD 1,16 386 0 0,07 715,72
133 |tom1T.iMvERNADERD 1,16 3,62 0 0,07 712,19
134 [ToRz 7. INVERNADERD 1,16 3,54 0 0,07 714,17
135  |mimat. INVERNADERO 1,16 350 0z 0,07 IML53
136 |TDR3 INVERNADERD 1,16 349 0,20 0,07 201,51
137|583 IMvERNADERD 1,16 361 0 0,07 711,84
138 [tsea T INVERNADERD 1,16 206 012 0,07 77,84
135 [T183 7. INVERNADERD 1,16 1.73 0,10 0,07 28,59
140  |T185 T. INVERNADERD 1,16 205 012 0,07 76,85
141 T1R1 T.INVERRADERD 1,16 1,35 0,11 0,07 58,30
142 [t581 7. INVERNADERD 1,16 1,87 011 0,07 &1,85
143 |rzas T.INVERNADERD 1,16 1.89 011 0,07 3,00
14f  [T2R3 7. INVERNADERD 1,16 1,82 0,10 0,07 57,42
145  |T582 T. INVERHADERD 1,16 196 011 0,07 5,40
148 [T182 7. INVERNADERD 1,16 210 0,12 0,07 £1,25
47 |rza2 T INVERNADERD 1,16 1,86 011 0,07 &0,38
148 [r3mat. camro 1,16 207 012 0,07 75,07
145  |n=3T. caro 1,16 206 012 0,07 77,63
150 |T4R3 T. INVERNADERD 1,16 134 011 007 &7,18
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Pal Hiombre Comtrol Fromedio E&T oartrol | actividad (%)
151 TORS T. CAMFO 11E 1,57 011 0,07 T
152 |m3mstcameo L1E 2,08 iR F] 0,07 F9,85
153 |TOR1C VALDERRAMS L1E 1,84 0,8 0,07 4152
154  |mamsc vALDERRAME 11€ 1,77 0,30 0,07 53,17
155 |[TiRaT. CAmMFO 11E 1,64 ] 0,07 41,91
156 |msat.cameo L1E 1,68 0,30 0,07 4331
157 |ToR4T. CAMEO L1E 1,79 0,30 0,07 54,37
158  [mTarat.cameo 11E 1,66 011 0,07 52,50
188 |mmr.cameo 11E 1,52 011 0,07 E539
180 [|maaT. CcamEo LIE 1,739 0,30 0,07 54 65
161 TSRS T. CAMPD 11 1,58 0,11 0,07 0,68
162  |mr2r.cameo 11E 1,85 011 0,07 BT
1688 |[TeRiT.CamMPD 11E 1,68 011 0,07 EL1S
164  |TsRST. INVERNADERD 11€ 1,58 0,11 0,07 0,74
185 |torac valDERRAME 11€ 1,60 0,08 0,07 28,47
186 [T1RZC VALDERRAMA 11E 1,72 0,20 0,07 48,37
167 |TiR1C VALDERRAMS L1E 1,74 0,30 0,07 50,35
188 |mpac valDERRAME 11€ 1,68 0,30 0,07 4485
185 [T4RAT. INVERNADERD 11E 1,55 011 0,07 LR
170 [73R1T. INVERNADERD 11E 1,64 011 0,07 55,15
171 T3R5 T. INVERNADERD 11E 1,54 0,11 0,07 [FED
172 |mamst.cameo 11E 1,85 011 0,07 55,30
173 |72R4T. INVERNADERD 11E 1,77 0,30 0,07 53,06
174 [T3RIT. INVERNADERD 11E 1,64 011 0,07 55,02
175  |morzt.cameo 11€ 1,89 0,11 0,07 £3,38
176 |mrat.cameo 11E 2,02 012 0,07 74,39
177 [ToR3T.camPD 11E 2,07 012 0,07 Ta,E
178 [mrar.cameo L1E 2,05 012 0,07 a7
178 |mama1.cameo L1 1,58 011 0,07 FL30
180  [|msauir.cameo 11E 2,02 01 0,07 74,71
181 T4R3 T.CAMPD 11E 2,00 0,11 0,07 7136
182  [T3RaT.CAMPD 11E 1,5 0,11 0,07 £5,45
183 |13R1T. INVERNADERD 11E 1,56 011 0,07 BEHE
188  |m3mzt.cameo 11E 1,64 011 0,07 55,13
185 [T3r2T.CamFo 11E 1,50 011 0,07 E4LE
186  |13maT. INvERNADERD 11€ 1,51 0,11 0,07 B4,58
187 |74R1 TINVERNADERD L1 2.0 01 0,07 7337
188 |mrarcameo L1E 2,08 012 0,07 BnH2
188 |mmiT.camPQ LIE 1,88 0,11 0,07 EL50
130 [TariceamPo 11E 2,05 012 0,07 7769
151 TARAT. CANMFO 11E 1,85 011 0,07 0,10
152 |monut.cameo L1E 2,0 012 0,07 73,68
135 [ToR4C VALDERRAME 11E 1,74 0,20 0,07 50,35
134  |tomsCvALDERRAME 11E 1,68 0,30 0,07 45,12
135 : 1ae 1,64 ol 0,07 58,57
135 = Le 1,79 0,30 0,07 54,80
157 = L1e 1,68 011 0,07 E2,19
138 3 Le 1,5 ] 0,07 36,12
195 3 L 1,45 0,08 0,07 28,50
200 = 1e 1,45 0,08 0,07 25,88
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Fal N bire Cordrol Prom=dio E&T cordrol | actividad (5}
201 = 116 1,42 0,02 0,07 Frrs)
iz w11 1,52 009 0,07 AL
Fois) R 1,39 008 0,07 o)
204 a2 116 1,39 002 0,07 19,81
5 IR 1,37 008 0,07 18,38
05 a|  11s 1,55 nm 0,07 33,45
207 57| 11s 1,62 009 0,07 40,27
206 m 116 1,55 00 0,07 13,45
Fi) R 1,48 008 0,07 17,47
210 ] 116 1,67 0,10 0,07 43,94
211 = 116 1,42 008 0,07 2234
2 ar| 116 1,55 ooe 1,07 T
213 3= 116 1,53 009 0,07 3765
4 61 11s 1.38 ) 0,07 18,28
215 55 Li6 1.41 008 0,07 .77
215 R 1,43 002 0,07 FER)
17 sal 116 1,45 008 0,07 35,50
218 2 L1 1.55 ) 0,07 37.51
213 ss| 116 1,53 009 0,07 3,76
Fo] R 1,54 00 0,07 12 56
221 52| 116 1.55 ) 0,07 EEES)
222 s3] 116 1,76 0,10 0,07 5164
275 w116 1,68 011 0,07 6267
724 60|  L16 1.66 0,10 0,07 4365
225 12 116 1,68 0,10 0,07 45,23
Fro a] 116 1,79 0,10 0,07 54 58
Fr) 1z L1 1.70 0,10 0,07 45,53
228 2] 116 1,84 0,11 0,07 58,48
Fre 25| 116 1,84 011 0,07 S8 96
230 ul s 1,68 0,10 0,07 45,45
31 15| 116 206 012 0,07 78,06
Fer] 5| 116 202 01z 0,07 74,13
233 2l 1is 1,83 011 0,07 57,59
34 2| L1e 223 012 0,07 52,73
235 2 116 1.1 0,10 0,07 47.47
236 2= 1is 1,74 0,10 0,07 41 52
237 ] 116 1,69 0,10 0,07 45,24
230 2 116 1,84 011 0,07 58,59
23 wl L1 1,86 011 0,07 50,53
240 1 116 1,77 0,10 0,07 5259
241 7| L16 203 012 0,07 75,06
249 =l s 2.00 011 0,07 7245
243 17| 116 1,38 0,11 0,07 M
FIT] 77| LB 206 012 0,07 7776
245 1 L1 1,79 0,10 0,07 54,54
245 s 116 1,91 0,11 0,07 5,04
247 1 L16 1,64 0 0,07 a1 82
248 13 1is 1,58 0o 0,07 35,25
243 3] 116 1,71 0,10 0,07 47,93
250 3| L1 1.83 011 0,07 5782
251 =z 11s 1.91 011 0,07 54,91
252 8] 116 1.62 009 0,07 ]|
253 ﬁl 1,16 1,84 011 0,07 58,44
254 13| n1s 1.86 0,11 0,07 0,58
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2.2 Determinacion actividad Catalasa

Catalasa Momibre Control | Promedio KAT controd ad::;““
1 T2 Rd T i rnadess cereo 3,58] 3,2 0,20 0,09 5,27
2 |toR3Tinwernaders cerezo 1_-g| 374 0,08 0,09 q_ﬁl
3 TS R T irvv PTadero crem 358 3,20 0,10 0,09 5,32
4 EE T 3,38 EET| 0,10 0,09 5,35
5 T3 R4 erezn T insemadenc 3,38 3,72 0,09 0,09 2,05
[ T2 RS Cavern T invemadenn a,_-gl a;.la_l 0,08 0,08 Jugl
T T1 RS Careae T I nsemade 353 3,70 0, 05 0,08 343
[] Eliici tatié Mutel M Fieren R2 3,38 372 0,8 0,9 [
E] TO/M Fistirs 2 3,58 ERE] 0,09 0,09 2,15]
10 Elici tate Mutd M Fieren B3 3,58 3,70 0,09 0,09 3,42
11 Elicitate Mutrl M Fiermn 54 358 a7 0,09 0,09 376
12 Elici e nubd & Tornes R4 3=8 E e 0, 05 0,05 431
183 [roeETomesRs 3,58 3,77 0,10 0,09 5,40
14 [aid tri 6 bowre B3 3,55 37 0,09 0,09 341
15 [roeTomesRe 3,38 R 0,8 0,9 454
16 |elicimmtenutn & boere B4 a,_-gl a;.rl._il 0,05 08 256
W |wetoreshl 358 37 0,09 009 *la
W [TinvemaderaTSR1 3,58 3,74 0,05 0,09 =
18 [raRscerero invemadens 3,58 =] 0,09 0,09 1,35
M |73R3 Cerenn T invemaderns 358 i76 0,09 0,09 5,05
2 To MFierme AL 358 a,:ru-l 0,09 0,09 357
2 Jrowmiiercrs 3,58 3,70 0,09 0,09 EET |
=] Elici tec Kulry & Tomes R1 3,38 3,74 0,08 0,09 £,55|
24 [T2RaTinvernaden cereo 3,38 3,38 0,10 0,9 =
25 |reToreskz a,_-gl 37 0,08 08 a,%
2 |TomiiercR3 3,58 375 0,09 0,09 473
Fi Eliicd tec ratri M fist o B1 3,58 3,71 0, 0,9 3,73
2 |Tinvemadero TSR cerean 3,58 3,74 0,09 0,09 =
B [Tinvemadero T4RIL ceraro 3,38 3,35 0,10 0,09 758
3 |rinvemadersTo e cerera a,_ﬁl 3,75 .08 o, &5
Ell T invemadero TIRS 3,58 im 0,10 0,09 551
32 T imvamadero T3R5 o e 3,_=~E| 33 0, 05 0,08 4733
|7 invemaderc TORS oemean 3,38 3,71 0,8 0,9 3,78
34 T imvetimad o TORZ 2o 3,58 3,54 0, 20] 0,09 7.45]
35 [TinvemadersTIR1 cerean a_-gl 37 -:l.Lu_I 08 |
B |Tinvermnaders TSRS cerean 3,58 376 0,10 0,09 5,26
I [Tinvemadero TIRI cerean 3,58 EET o,10] 0,09 5, 16]
3 |rinvemadero TIRI cerean 3,58 3,78 0,20 0,09 5,50
3 |rinvemders T2E3 cerer a,_ﬁl I3 .08 o, 4,_-£|
M |riRcamps 358 3,21 0,10 0,09 5,58
&1 TOR1L camnpo 3,38 3,51 0,10 0,09 5,41
& [TsRecampo 3,38 EE 0,20 0,9 5,53
£ [toR4campo 3,58 EEN 0,20] 0,09 £.45]
44 7oz campa a_-gl e -:l.Lu_I 08 s,agl
45  |T2Rdcampn 3,58 3,8 0,10 0,09 6,54
3 TSA2 camipo 3,58 T o,10] 0,09 5,43]
& [raRscampo 3,58 EET 0,20 0,09 5,56
2 |ER2campo 3,38 3,54 0,10 0,09 7,28
£ |oRs conps a,_-gl 355 u:u.u;l 0,08 71|
50 |T1RScampe 3,58 aaj 0,10 0,09 7,45
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Cowlwn | Mombre Contrel | Pramedic | WAT | control ::-ﬂm‘! = |
51 [T4RS e 3,58 3,84 o, 0,05 7.35|
52  [T4R2 carmpn 3..% 3,82 -:-.Lu_l 08 E.§|
53 |T2R3 oo 3,58 3,84 0,10 0,09 7.8
54  [TsRIcampo 3,58 3,84 o, 0,05 7.8
55  |T4RS campo 3,58 3,84 0,20 0,05 7,45
56 |TsRS campe 31% 3,83 -:-.u;l 0,09 7.0
57 |TORLINVERMADERD 3,58 3,85 0,10 0,09 .77
58 [T3R3INvERNADERD 3,58 3,83 0,20 0,05 705
53 [T4RIINVERNADERD 3,58 3,84 0,0 0,05 7.38|
B0 [Tam7 INvERNADERD 3.,% 387 u:-,Lu_I 0,08 E,3§|
B1  |TSR4INVERMADERD 3,58 3,85 0,10 0,09 7.71
B2 [T4RSINVERNADERD 3,58 3,82 0,0 0,05 6,55
B3 [TaR1INVERNADERD 3,58 3,83 0,20 0,09 7.13
&4 |Ta4imvERNADERD 31% 3,71 0,09 0,09 364
B85  |TSRIINVERMADERD 3,58 2,71 0,09 0,09 EE
BE |05 InvEREMADERD 3,58 3,71] 0,051 0,09 3,78
BT [T4R4INVERMADERD 3,58] 3,70 0,09 0,09 3.8
BB |TOR3INVERMADERD 1.,% im 0,05 0,09 371
53 |TIR2INVERMADERD 3,58 37 0,09 0,09 3,54
70 [T:R4INVERMADERD 3,58] 371 0,09 0,09 3,6
71  |[To®4 INvERMADERD 3,58 3,72 0,05 0,05 4,10
T2 |TSRIC VALDEREAMA 3..% 3,96 0,50 0,09 7
T3 |TSRIC VALDERRAMA 3,58 3,89 -:-,Lu-l 0,09 2.5
T4 [TIRSINVERNADERD 3,58 3,87 0,0 0,05 £,73|
TS5  |TOR2 INVERMADERD 3,58] 3,84 o, 10| 0,08 2,5
& |Tw3acameo 3.,% 3,87 u:-,u;l 0,08 5,25
T |TIRSCAMPD 3,58 3,51 0,10 0,09 5,2
T8  [TRicAmPO 3,58] 3,51 o, 10] 0,09 5,33
78 [T4R3camro 3,58 3,52 [ 0,05 5,61
80 |tsRicampo 3..% 38 -:-.Lu_l o0 a.g|
B |TIR2CAMPD 3,58 3,5 0,10 0,09 1LE
B2  [TaR2camPo 3,58 3,83 [ 0,05 7.10|
B3 [T3R4camro 3,58 3,55] 0,20 0,05 10,38
B4 [ToRSCamPo 3,58 3,55 0,0 0,05 4|
85  [TsR2NvERNADERD 3,58] 3,53 o, 0] 0,09 5,56
BE  [T4R1INVERNADERD 3,58 3,53 0,20 0,05 5,58
87 [TERSINVERNADERD 3,58 3,51 0,0 0,05 5,37
BB [TSR1INVERMADERD 3,58] 3,41 o, z0] 0,09 5,31
8 [tmicaweo 3,58 3,82 0,20 0,09 5,72
30 [TsRScamPo 3,58 3,53 0,0 0,05 10,00
31 [mm1mvERNADERD 3,58 3,81 0,0 0,08 &,56|
52 [T3RSINVERNADERD 3,58 3,81 0,0 0,05 .56
33 [TeR2NvERNADERD 3.,% 382 u:-,Lu_I 0,08 1,%
54  |TIR4INVERMADERD 3,58 3,75 0,09 0,09 4,55
85  [TRSINVERNADERD 3,58 3,77 0,0 0,05 5,36
36 [TIR1INVERNADERD 3,58 3,20 0,0 0,05 28|
37 |TamamvERNADERD 31% 3,.'.'I;| -:-.Lu_l 0,09 5.67|
538 |TIRIINVERMADERD 3,58 3,83 0,10 0,09 7.04
53 [T3R1INVERNADERD 3,58 3,73 | 0,05 4.1
10 [T3R3 Camro 3,58] 3,84 o, 10] 0,09 7.52
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Cotnlma | Moembre Control |Promscio| KAT | conwe | 2=ividad |
10 [T4R1T. INVERNADERD CERETD 3,58] 3,80] 0,20 0,09 &, 15
102 [TIR1T. INVERNADERD CERETOD 3.% z,80] -:;.u;l 0,09 E,ng
103 |tsR3c valDeRmsme 3,58 3,87 0,10 0,09 5,54
104 |ToRIT.INVERNADERD 3,58 377 o, 20| 0,08 5,40
105  |TERIT.INVERNADERD 3,58 378 o, 20| 0,08 £,11
106 |7sRsc valDERRama 3,% 379 -:u.Lu_I 0,09 E.gl
107 |m4RsC vALDERRAMS 3,58 ERE] 0,10 0,09 5,5
108 [TsR4 CVALDERRAMA 3,58] 3,81 0,20 0,09 641
10 [T3R3 CVALDERRAMA 3,58] 3,76 0,20 0,09 5,15
190 [T4R3 CvALDERRAME _’..ﬂ 377 -:;.u;l 0,09 s,ﬂl
111 |rer3cvainerrams 3,58 377 0,10 0,09 5,55
112 |T4R3 CVALDERRAME 3,58 3,81 o, 20| 0,08 =
113 |T4R1CVALDERRAME 3,58 3,78 o, 20| 0,08 5,8
114 |TR2c vALDERRAME 3,% 2,63 o,08] 0,09 |
115 |TzR3CvalDERRAMA 3,58 3,54 0,00 0,09 W
116 [TzR4 CVALDERRAMA 3,58] 3,53 0,20 0,09 5,91
117 [TIRS CVALDERRAMA 3,58] 3,57 0,20 0,09 10,91
118 [T3R1CvaIDERRAME _’..ﬂ 3,88 -:;.u;l 0,09 E|
113 |T3R5CvainERRAMA 3,58 3,88 0,10 0,09 8,8
120  |T3RaCVAIDERRAMA 3,58] 3,52 0,20 o098 5,51
13 |TIR4CVALDERRRAMA 3,58] 3,89 0,20 o098 8.5
12 [TapacvaineRRama A% 258 -:u.u;l 0,09 10,13
123 |TzR1CvALDERRMA 3,58 37 0,10 0,09 5,58
124 [7oR2 CvALDERRAMA 3,58 3,56 o, 20] 0,09 10 76|
125 [T4RST. INVERMADERD 3,58 3,83 o, 20] 0,09 £,58)|
126 [ToRsT. iwvERNADERD 3.% 387 lJ.lI:I_I o0 681
1237 |T4R3T. INVERNADERD 3,58 3,88 0,10 0,09 E
128 [TER1T. INVERNADERD ARANDANG] 3,58] 3,86 0,20 0,09 a,m|
12 [T3R3T.|NWERNADERD CERETD 3,58] 3,84 0,20 0,09 1.5
130 [ToR4T. INVERMADERD A% 2,83 -:u.u;l 0,09 7.3
131 |T3R3IT. INVERNADERD 3,58 3,83 0,10 0,09 7.1
132 [T4R3T.INVERMADERD 3,58 3,84 o, 20] 0,09 7,50|
13 [ToRIT.INVERHMADERD 3,58 3,84 o, 20] 0,09 7,57
13 [ToR2T.INVERHADERD 3,58 3,84 o, 20] 0,09 7,28
135 [TIR4T. INVERNADERD 2,58 3,80 o0 0,08 |
138 [TO0R3 INVERNADERD 3,58] 3,52 0,20 0,09 5,50
137 [T5R3 INVERNADERD 3,58] 3,88 0,20 0,09 1.4
138 [TSR4T. INVERNADERD 3,58] 3,88 0,20 0,09 1.8
13 [TiR3T. wvERNADERD 3,58 3,81 o,00] 0,09 567
140  |TIRST.INVERNADERD 3,58 3,87 o, 20| 0,08 .54
141  |TIRIT.INVERMADERD 3,58 3,87 o, 20| 0,08 £,70|
142  |TSRIT.INVERNADERD 3,58 3,87 o, 20| 0,08 53
143 |7 T. wvERNADERD 3,% 382 -:u.Lu_I 0,09 E.gl
144 |TR3T. INVERNADERD 3,58 ERE] 0,10 0,09 5,91
145 [TSRIT. INWVERNADERD 3,58] 3,81 0,20 0,09 &, |
146 [TIR2T.INWVERNADERD 3,58] 3,81 0,20 0,09 65|
147 [TeRaT. MVERNADERD _’..ﬂ 2,83 -:;.u;l 0,09 7.14]
148 |TRaT.Ccamro 3,58 3,81 0,10 0,09 5
149 [TRaT.capo 3,58] 3,87 20 0,08 677
150  |T4R2T.INVERNADERD 3,58 380 o, 20| 0,08 [
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Catalwn | Nombre Contrel |Promedic | KAT | esntral “'ﬂ""d,“ =
151 |TORS T CAMPO 3,55 3,83 0, 1} [ 5,79
152  |mRsTCAMFD a.g J.ﬂ 0,10} g, 555
153 |TOR1C. VALDERRAMA 3, 3, i, 10§ iy 8,84
154  |m2RsC vALDERRAMS 3,55 3,54 0, 10} [ 10,30
155  |mRat camro 3,55 3,83 0, 10} [ 5,64
156 |TSR4T CAMFO a.g 3, 0. 10§ 0. 7,05
157 |TORAT CAKFOD 3, J.ﬂ 10§ iy 717
158 |TIRIT CARFO 3,55 EE | i, 10§ [z | 5,70
158 |TIRLT CARFO 3,55 EEE | i, 10§ [z | 7,55
80 |TRaT camEo 3,§ a,ﬂ 0,10} i 687
161 |TSRS T camFo 3, 3, 0,108 [ 7,51
162 [TsRz T.CamPo 3,53 3,83 0, 1) o] 7,20
163 [T2R1T.CcamPo 3,55 3,83 0, 1) 05| 5,51
184 |TSRS T INVERNADERD 3,55 3,83 0, 1} [ 5,79
185 |TORS . WALDERRARS a.ﬁ 385 . 10§ [ .87
188 |TIRzC vALDERRAMSA 3, 3,508 o, 10§ [ 5,0
167 TRl vALDERRAKS 3,55 3,91 0, 10} [ 5,21
168 [T1R3 C wALDERRAMA 3,52 3,51 0, 10) = | 5,27
183 |T4RAT INVERMADERD a.g 3,83 10§ [V 5,87
170 |TIRLT INVERMADERD 3, 3,63 10§ iy 7,0
171 |T3RS T INVERNADERD 3,55 3,81 0,1} [ 5,58 |
172 |T4RS T CAMFOD 3,55 3,84 0,1} [ 7,46
173 |ToR T INVERMADERD 3,§ 3,81 0,10} i 5,47
174 |T3R2 T INVERNADERD 3, 3,81 0,108 [ 66
175 [moRz T.oamro 3,53 3,5 0] o] 0,48
176 [TiRz T.campo 3,55 3,84 0, 1) 05| 7,26
17T |ToR3 T.CAMPO 3,55 3,81 0, 1} [ 5,56
ATE  |TIRS T.CAMPO a.g 3,81 . 10§ [V 5ET
T3 |T4R2 T CamFo 3, 3,82 o, 10§ [ 5,54
180 [TSRLT.CAMPO 3,55 3,83 0,1} [ 7,02
181 [TaRsTcamro 3,52 3,81 o, 10} = | 5,48
182 |TIRI T.CAMPO a.g 3,81 10§ [V BEL
183 |TIRLT INVERMADERD 3, 3,63 10§ iy 7,22
184 |T9RI T CAMPOD 3,55 3,85 0,1} [ 7,55
185  |T9RZ T CAMFPOD 3,55 3,83 0,1} [ 5,87
186 |T3R T INVERNADERD a,ﬁ 3,7-g| 0,10} [ 602
167 |T4R1 TINVERMADERD 3, 3,81 0, 1) [ 5,50
188 [TsR3T.Ccameo 3,55 3, 0, 1) 05| 7,03
183 |TIRLT CAMPOD 3,55 3,83 0, 1} [ 5,73
180 [TaR1 CAMPD 3,55 3,83 0, 1} [ 7,02
181 |maRaT camrn 3,58 3,54 0,10} 0,05 7,35
152 |TORL T CAMFO 3,55 3,84 0, 1} [ 7,249
153 |ToRS CWALDERRAME 3,55 3,58 0,1} [ 11,37
154  [ToRs cvalDERRAMA 3,52 3,85 o, 10} = | 0,43
135 Er a.g 3,53 0,10} 0, 5,96
136 z_z.l 3, 3,508 10§ iy B.d
157 EE| 3,55 3,93 0,1} [ 5,53
158 ™| 3,55 3,57] 0,1} [ 8,25
133 ﬂ a,ﬁ EX 0,10} 0, B.EI
200 3, 3.5 0, 1) [ B E4
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apihvidad |

Catalma Nombine Cantrel | Promedic HAT cazniral
2 EE)| 3,58 3,53 o, 0] 0,08 5,56
202 -gl 3,% 3,94 -:-.Lu_| 0,08 m,§|
203 42 3,58 3,52 0,10 0,09 5,52
20 44 3,58 3,89 o, 0] 0,08 86|
205 51 3,58 3,87 o, 0] 0,09 EES|
206 a1 3\% 3,89 -:-.Lu_l 0,05 a.%
207 57 3,58 3,53 0,10 0,09 5,58
208 49 3,58 3,55 o, 0] 0,09 10,49
208 55 3,56 3,81 0,20 ] £.51
210 @I 3,% 3,89 -:-.tgl 0,05 8, 50|
21 48 3,58 3,86 0,10 0,09 7,96
212 47| 3,58 3,51) 0,0 0,05 5,8
213 ER| 3,58 3,28 o, 0] 0,08 8
214 | 3..% 3,89 -:-.Lu_| 0,08 gal
215 E| 3,58 3,52 0,10 0,09 5,51
216 45| 3,58 3,54 o, 0] 0,08 10,06
27 En| 3,58 3,83 0,10 0,09 712
218 4g| 3\% 3,50 -:-.Lu_| 0,09 5,17
219 56 3,58 3,8 0,10 0,09 EL
FE] 52| 2,58 3,87 o, 0] 0,09 £,71|
21 2 3,56 3,80 0,20 ] 25|
21 53 3,% 31% -:-.Lu_l 0,05 7 §|
233 59 3,58 3,88 0,10 0,09 5&
204 | 3,56 3,81 0,20 ] .55
225 14 3,58 3,25 .00 0,09 .77
2% 3 3..% 3,90 -:-.Lu_| 0,08 &7
27 12 3,58 3,87 0,10 0,09 824
2 20 3,58 3,58 .20 0,09 11,28
Fro] 28] 3,58 3,54 0,20 0,09 10.30|
] 11| 3,58 3,54 o, 0] 0,08 1008
PR 15 3,58 3,59 o, 20| 0,08 115
FE7] 5 3,58 3,59 0,20 0,09 11,54
FEE] 21 3,58 3,52 0,20 0,089 5,51
=T 2 3,58 3,56 o, 0] 0,09 1082
235 2 3,58 3,53 i, 20/ 0,09 10,08
235 28 3,56 3,76 0,20 ] 521
237 ER| 3,58 3,50 o, 0] 0,09 5,00
238 24 3,56 3,57 0,20 ] 1115
233 10| 3\% 3,54 -:uq| 0,09 1, 13|
240 13 3,58 3,96 0,10 0,09 10,72
241 7 3,56 3,56 0,20 0,089 10, B
242 FE] 3,58 3,51) o, 0] 0,08 5,33
243 17 3..% 3,52 -:-.Lu_| 0,08 :||u£|
244 Fi] 3,58 3,28 0,10 0,09 88
245 16 3,58 3,54 o, 0] 0,08 10, 10|
248 5| 3,58 3,53 0,20 0,09 5,5
247 1] 3,58 3,50 0,10 0,09 5,05
248 13 3,58 3,582 0,10 0,09 5,5
243 3 2,58 3,51 o, 0] 0,09 5,31
250 EN| 3,56 3,56 0,20 ] 10,64
251 23| 3,% 31% -:-.Lu_l 0,05 10,35
252 5| 3,58 3,54 0,10 0,09 Tt
253 23] 3,56 3,53 0,20 ] 5,56
254 18] 3,58 3,53 .00 0,09 5,61
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2.3 Determinacion Actividad Ascorbato peroxidasa

Momibre: (Ciowrvbrod Fromedio  [KAT oonirol actividad (%)
1 [T2 R4 T v rradien oorgaa 1,37 241 BEL 53 53,14 50.54
2 ITO A3 T D rosaicdgercs Cngaia 1,27 47 BEL07 A57 18 54 BT
3 TS R T v rmacirc: camaaa 1,27 5,20 TEE, 25 457,18 73,8
4 ITS A3 T e rosaichiros cna 2o 1,27 185 G55, B2 A57 18 45 93
5 T2 R4 Carezo T invemadeno 1,27 LE2 STE,&8 457,18 27,54
[3 [T2 RS Carezo T Invernaderna 1,27 166 55,66 &57,14 31,30
T IT1 RS Carezo T invermadeno 1,27 1,74 BZ1,BE 457,18 7.
& Elicitama Nutri M Flemo R2 1,27 1,55 553,14 &57, 14 2212
3 I'I'IZIMF-H"DH.! 1,27 153 545,71 H53,18 20,70
10 |Elicieate Mutri M Fiermo A3 1,27 1,50 534,91 &57, 14 18,31
L |E Icltate Wuirl M Flermo R4 1,27 145 531,79 £53, 18 17 61
12 |Elicieate nutri & Tormes R4 1,27 1,56 557,86 &57, 14 23,38
13 I'I'IZIE'I'nr"uR‘_’p 1,27 LES G55, A0 £53, 18 30,31
14 |Elicieatenanr & bore B3 1,27 1,51 G400, &5 &57, 14 18,53
15 hnsrnm:m 1,27 1,54 ] &5, 14 .74
18 BlicitatananT & tome R 1,27 1,56 556,70 &57, 14 FERF]
17 [T0 6 Tomes R 1,27 1,56 55,61 &5, 14 23,10
18 T Invemaders TSR1 1,37 158 564,75 #5714 24 B0
13 T4 RS Ca rero iwemadero 1,27 141 50M, 55 &5, 14 11,59
a IT2 A3 Cerezo T Invernasdeno 1,37 158 85 IT A57 18 ]
H [To MFlarma R1 1,27 1,43 533,45 &5, 14 17,99
2 [To Miflarra R4 1,27 141 504, 20 &5, 14 11,51
Blicitec Mutry & Tarres A1 1,27 1,42 SO, 66 &57, 14 12,50
ol | IT Invemadarns T2R3 cerezo 1,27 7,08 47,14 &5, 14 E5,24
= & Tarres A2 1,27 1,49 537,50 &57, 14 17,77
o [To M flarma B3 1,27 157 553,14 &5, 14 24833
ki Ellciternutr M s mms R 1,27 150 535,00 a53,18 1833
] IT Invemadars TSR2 cerezo 1,27 178 A35,15 &5, 14 a0,&8
= T Invemadars T4R21 carazs 1,27 184 B58,65 H53,18 45,68
] IT Invemadars TO RE marazn 1,27 1,54 551,70 &5, 14 prdir]
E1 T Inwemadera T1RS 1,27 1,56 533,84 457,18 31,34
2 IT Invemadarn T3RS cerezo 1,27 1,56 558,39 &5, 14 23,50
b2 T Invemaders TORS o& rezo 1,27 1,50 537,32 457,18 1B B4
M IT Invemadars TORZ o rezo 1,27 1LE3 5Ed, 39 &5, 14 B
B T Invemadere TIEL cerezo 1,27 1,70 B07, 05 457,18 ]
x T Invemadars TSRS OF IO 1,27 LE2 577,68 a53,18 Fa
BT T Invemadars TIR2 cerezo 1,27 173 E18,57 &57 14 36,81
= T Invemaders TIR2 oerezo 1,27 LET 595,98 457,18 31,81
B T Invemdero T2 A3 carean 1,27 158 554,11 &57 14 476
40 [T1R4 camnpo 1,27 3,02 107821 H53,18 =347
41 ITOR:1 czmipis 1,27 3,03 MIS1, 38 &5, 14 134,15
42 [TER4 camnpo 1,27 1,55 I0E5,27 H53,18 133,35
&3 [TOR4 camips 1,27 308 IE3.E6 a53,18 135,67
44 [TORZ camnpo 1,27 316 L1138, 0 H53,18 4583
45 [TZR4 camips 1,27 3,30 L10E 34 H53,18 144,69
45 [TERZ camnpo 1,27 I28 L0I8,57 H53,18 178
47 [T4R4 camnpo 1,27 336 1153, 75 H53,18 157,35
45 [T2RZ camnpo 1,27 L2l LO0L, B8 H53,18 131,58
45 [TORS campo 1,27 3,62 120,43 453,14 155,67
a0 [T1 RS campo 1,27 318 1136,52 H53,18 151,36
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Nomibro Comtral  [Pramadio |KAT convtrl actividad (%)
S1__ [T4R5campo LT 3,50 1508 | 45L14 176,60
52 [T4RZcampo L7 3,18 113554 | 45714 15115
55 [T2R3campo LT 3,40 IMaTE | 4mn14 168,56
54 [TS5R3 g 13 3,10 115045 | 457,14 154,44
T LT 3,20 14250 | 45%,14 1528
56 |ToAS s LT LA 5= | 455,14 1247
57 [TOR1INVERMADERD L7 3,14 17143 | 45718 ueE |
58 |T3R3INVERMALERD L7 L7 3817 457,14 17,14
53 |T4R3INVERMADERD LT 3,17 113135 | 45514 150,20
B0 [TaR2INVERMADERD LT LED 928,57 453,14 105,37
Bl [TSR4INVERMALERD LT 3,5 15908 | 45L,14 178,52
B2 [T4R5INVERMADERD LT 3LE B9 | 45L,14 143,13
T251 INVERMADERD L7 1,85 agl | 45714 v |
Bf T34 INVERMALERD L LES 750 453,14 109,56
B5  |T5A3INVERMALERD LT LEE iz | 4518 123,255
BE  |TORSINVERENADERD LT LE UELIS | 453,14 18,8
BT [TaR4INVERMALERD L7 L7 91741 457,14 102,590
B8 |ToR3 INVERMADERD L7 3,10 10648 | 45114 145,16
B3 [ToR2INVERMADERD LT L5 665 | 453,14 135,58
70 [T2R4INVERMALERD L7 LE CEE I R 135,65
Tl [TOR4INVERNADERD LT 3,3 1150E | 45L14 163,33
72 [TSAlC. VALDERRAMA LT L2 972,95 451,14 115,19
73 [T5R2C VALDERRAMA L7 FEE] 33,48 453,14 B34
74  |TIRSINVERMALERD L7 LES 546 2R 457,14 109,47
75 [TOR2INVERMADERD LT 3,3 mgsan | 45514 164,47
76 |TIRICAMFO LT 3,15 11340 | 45514 150,51
71 [TeRscamro LT 3,06 UEL1E | 45%,14 14138
T8 [Tw1camro LT 3,3 11634 | 455,14 146,90
73 [TaRacamro L7 315 19545 | 45714 148,91
B)  [TSRLCAMPO L 3,0 UPRET | 45314 13555
81 [Twmzcamro LT 3,50 1513 | 455,14 176,76
B [Tmacamro LT 297 G0 | 453,14 134,46
B3 [TaRacamro L7 3,42 1ziase | 45718 183,75
B4 [ToRsCamro LT 3,88 1M66l | 45L14 175,71
B5  |TSA2INVERMADERD L7 3,4 1045 | 45214 147,51
B8 [TaR1INVERMADERD LT 3,63 IM4 0 | 45214 186,30
BT [TSASINVERMALERD LT 3,65 1AM | 455,14 188,55
B8 [TSA1INVERMADERD LT 3,25 1602 | 453,14 156,75
B [TR1CaMFD LT 3,40 15T | 4514 168,48
30 TSRS CAMPO L7 3,40 121571 | 453,14 wEER |
31 |TIRLINVERMADERO LT L34 35,5 451,14 B4ET
2 [T3A5INVERMADERD LT LTE ErE] 451,14 40,28
3 [T2R2INVERMALERD L7 L35 52237 453,14 15,52
34  [TIR4INVERMADERD LT LE 241 451,14 60,13
5 |T2A5INVERMADERD LT 2,21 ] 451,14 7457
56 |TIR1INVERMADERD L7 7,11 754,51 457,14 B6, 96
7 [T3R2INVERMALERD L7 1,51 SBLEL 451,14 50,75
38 [TIR3INVERMADERD LT L0 T2LE0 451,14 59,79
8 [T3R1INVERMADERD LT L% 25,5 453,14 3843
100 [T383 camro LT LM 20115 451,14 77,18
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Heemibre Comviral Pramadio | KAT comitral axctiwidad [5)
W1 [T4R17. INVERMADERD CEREZD 137 17 29,73 457,14 39,28
W2 |TIR1T INVERMADERD CEREFD 137 3,00 FI5,6 457,14 58 15
WA |TsRIC VALDERRAMA 17 255 13,30 457,14 101,55
M |ToR1T. INVERMADERD L7 152 54375 457,14 20135
W5  [T3R17. INVERMADERD 1,37 2,15 70,00 457,14 70,30
WS [T5RSC VALDERRAMA 137 7,38 =485 457,14 7,76
MW7 |tamcc vALDERRAMA 137 14 ETLE 45714 5250
8 |TseacvALDERRARAS 177 Tl 75,00 45714 E5,10
MWE  [resscvalDERRARS 137 ] 796,25 457,14 75,11
M0 [TarsCvALDERRAMS 137 7,47 23,13 457,14 50,50
M1 |38 CVALDERRARS 1I7 385 MOLE,04 457,14 135,15
T2 |TaRz CVALDERRAMS L7 246 9,73 457,14 g4 57
113 |ter1CvALDERRARS 137 237 45,36 457,14 85,57
14 |rzrzc vaLDERRAME 137 167 55,08 457,14 111,34
M5  |Tee=CvALDERRARS 137 335 =355 457,14 2547
TE  |T2RaCVALDERRARS L7 2,10 73,57 457,14 755l
T |TIRSCVALDERRARS L7 TEr] B45 17 457,14 85,55
18 |81 cvALDERRARS 137 15 56,16 457,14 53,97
L e 137 1E 723,48 457,14 001
120 |T3RaC VALDERRARAS L7 X TELS 457,14 BB A7
121 |TIRACVALDERREREMS L7 X TLE 457,14 E547
122 [TaRaCVALDERRAMA 137 T 21,77 457,14 2418
123 |TmR1CvALDERRMA 137 1,3 55,08 457,14 322
124 |rercvALDERRARAS 137 285 E79.55 45714 ga o
125 |t4mST. INVERMADERD 17 X HH153 457,14 123,72
126 [TORST. INVERMADERD 137 1,56 3152 457,14 102,51
127 [TaR3T. INVERMADERD 137 3,40 171536 457,14 168,30
128 [T2R17. INVERMADERO ARANDEND]  L37 34 1796,53 457,14 17137
1238|1387 T INVERMADERD CEREFD 137 Y] 1773,40 45714 19,50
130 [ToRaT. INVERMADERD 177 3,31 114536 457,14 153,33
131  [T3837. INVERMADERD 137 307 113030 457,14 150,10
132  [T4R3T. INVERMADERD 137 T 765,00 457,14 £3.19
133 |TOR1T. INVERMADERD 1LI7 3IE 113420 457,14 150,55
134 |TRZT. INVERMADERD L7 rE ] B 457,14 a5 40
185  |TiRaT. INVERMADERD 137 336 1155 54 457,14 165,15
138  |roRs INvERNADERD 137 343 1775 45 457,14 17LE
137  |TSRE INVERMADERD 1LI7 EED] 1188,11 457,14 162,58
138  |ToRAT. INVERMADERD L7 3T 1168,00 457,14 15E55
139 |TIRST. INVERMADERD L7 LE 5.8 457,14 0,40
130 |TIRST. INVERMADERD 137 271 68,55 457,14 114,48
141 |rm1TsvERNADERD 137 155 1135 457,14 101,54
147 |TSRIT. INVERMADERD 17 22 30,31 45714 107,28
143 |TIRST. INVERMADERD L7 2B WME,O7 457,14 13136
144 |tzR3T. INVERMADERD 1,37 7,04 730,08 457,14 E147
125 [TSRzT. INVERMADERD 137 7,33 79,11 457,14 755
148 |TmrT INVERMADERD 137 230 EM.7L 45714 8152
147 |ToEET INVERMADERD L7 im BOES O 457,14 1385
148  [m3RaT.camPO 1,37 35 o0, 54 457,14 100,06
148 |tmsT.caro 137 14 513 48 457,14 13,57
150 [TaR7T. INVERMADERD 137 7,310 7o 38 457,14 758
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Hoenibrn Comtrol [Pramadin | KAT ot actividad [3)
151 [ToRST. CAMPO 137 240 B5E.T5 52,14 e
152  |m=RsTCAamMPO 137 336 118,57 | #5214 15735
153 |toRlC vALDERREMS 117 i 12,50 52,14 7370
154  |T2RSC WALDERRAMA 137 3,18 117,50 | 45214 15152
155  |TiRaT_CAMPO 137 336 116295 | 45314 157,21
156 |TSReT.CAMPD 137 334 11855 | 45214 163,84
157 |toRsT cameo 137 i 115464 | #5214 15537
158 |T2R3T.camPO 117 334 a3 | a4 163,68
159 |T=3R1T.caMPO 137 33 11m6,85 | 45214 16,07
160 |T2R&T.CAMPO 137 337 12mas | 45214 16505
161 |TSRST.cAMPO 137 3= 1204 | 45214 17224
162  |rsRzT.caMFO 137 i3 116635 | #5214 157,54
183 |mRiTcamFO 1,37 331 118134 | 45214 16128
184  |TSRST. INVERKADERD 137 35 186,55 | 45214 ]
185  |TORSC WALDERRAMA 137 FEE] 573,39 52,14 11522
186 |TIRZC WALDERRAMA 137 306 3= | 45214 14
187 |TiR1C WALDERRAMA 137 P wa13e | as2a4 130,31
188 |TIRSC WALDERRAMA 117 228 w21 | 45214 177,41
159 |TaRST. INVERNADERD 137 3 116,21 | 45214 15237
170 |T3RLT. INVERKADERD 137 354 126,30 | 45214 175,40
171 |T3RST. INVERKADERD 137 35 68,30 | 45214 140,70
172 |raRsT campo 137 ERTI 11175 | as34 18577
173 |T2R&T. INVERMADERD 117 135 mEE | 45214 124,80
174 |T3RZT. INVERNKADERD 137 371 &85 | &5214 153,55
175 |ToRzT.CAMFO 137 1= 0,85 52,14 5271
176 |TIRzT.CAMFO 137 344 1273 | 45214 ITLES
177 |roRsTcanFo 137 3= 1737 | #5214 155,83
178 [riRaTcamPO 1,37 333 113,21 | 4314 16280
173 |TaRzT cAMPO 137 335 115,55 | 45214 15545
180 |TSR1T.CAMFO 137 348 126,25 | 45214 17121
181 |TaRsTCAMFO 137 3,10 1548 | 45214 1889
182  |m=RaTcanFO 137 254 w511 | #5214 13308
183 |T3RLT. INVERMADERD 117 345 17an&s | 45214 17214
184  |T=3R2T.cAMPO 137 348 124,77 | 45214 175597
185 |T3RzT.cAMPO 137 346 173431 | 45214 173,12
186 |T3RST INVERNADERD 127 236 03152 | 45214 125,53
187 |TaR1 TINVERNADERD 137 336 a0 | a4 157,23
188 |rsRaT.camFO 117 338 120652 | 45214 16554
189 |TIRLT cAMPO 137 3= 176,70 | 45214 160,35
1530 |TaR1camPo 137 346 123439 | 45214 7L
131 |TaReT caAMPO 137 3= 257,23 | 45214 17205
132 |toR1T cameo 137 340 121535 | 45214 162.B0
133 |ToRsCvALDERRAMS 117 e 138,21 | #2314 18273
134  |ToRSCvALDEREMA 137 348 1245 | a5214 174,03
135 Er T 3= 125759 | 45214 17214
136 EE| I 346 12352 | 45214 17335
REL] _ﬁl 137 337 120195 | 45214 165584
138 T 228 wma1 | 45214 137,72
133 = L 235 08,2 | 45214 135,83
200 Ex T 20 594,53 52,14 12113
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Meree Ceprel Framedis  |KAT crtred setividas (%)

2M w137 3,08 1100, 25 452,14 14356
202 137 30 1085 a5 45314 140,74
203 a1 2,00 107,85 452,14 136,55
204 137 373 576,70 452,14 1160
205 sil 17w 271 566,52 45714 113,76
208 al 1w 2,00 103,91 452,14 136,53
207 571 1w 312 111589 45214 L4E, =0
208 45 137 3,55 WE2, 14 45714 15270
209 55 177 =) 562,14 452,14 11250
20 aal 17 2,87 16,43 452,14 L7
211 137 176 58887 45714 117,51
22 ﬂ 127 2,75 G895 452,14 117,40
213 S 1,56 1EE, 08 452,14 134,00
24 g1 137 7,58 1064, B2 45714 13551
215 sel 1z 3,12 111438 452,14 L6 AT
FI a5 1 3,17 1133,30 452,14 150,55
27 sof 177 7,56 514,11 57,14 M2 17
FAT 2w 17 3,51 1LIS1 828 457,14 17EEE
219 56 137 2,53 1047, 77 452,14 131,73
220 I 2,53 504,73 452,14 100,10
2 4 137 7,88 107,85 452,14 127,33
222 I 7,62 536,57 452,14 W17,13
223 55 137 2,78 552,05 452,14 118,41
224 e 137 7,58 520,45 452,14 M 57
225 i 2,60 527,32 45214 BIS
228 8 L7 7,54 1048, 64 452,14 132,15
227 i 277 5o, 35 45214 115,04
228 w1 3,13 111848 452,14 4737
= 2,63 538 55 452 14 W17 50
230 u| L 3,7 557 05 452,14 L5
2 15 LT 3,00 073,75 457,14 13748
232 5| 1w 233 118955 452,14 1636
233 nl 1w 263 540,71 457,14 LI 06
234 F IR 3,08 1102, 14 452,14 143,76
235 LI 2,66 S48 45 452,14 18,77
238 O 3,08 T26,51 452,14 B0, 70
237 al 1w 7,36 24195 452,14 5,72
238 FO = 2,53 504,45 452,14 100,04
239 w L7 7,54 506,55 452,14 HO0,5T
240 i 7,61 53107 45214 e,
241 7 L 2,20 1141 61 452,14 152 45
242 FE 7,86 100,58 452,14 125,51
243 | L 2,83 108,02 452,14 123,16
244 FL 7,56 515,58 452,14 MIZ 45
245 e L 2,70 GE5,00 452,14 113,43
245 L7 2,20 TE6, 73 452,14 4,01
247 1 1w 317 1132 62 452 14 150,51
248 13 LI 2,33 23195 452,14 4,00
243 il LI 2,43 BETI3 452,14 1,50
250 o 17 2,40 25802 57,14 w77
251 nl 1 2,42 2E3 8L 457,14 41,005
252 137 7,40 256,70 45714 a7
253 za 137 213 756,34 457,14 67,28
— T

Dr. Julio Alarcon-Enos

03.05.2018
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Informe N6
Muestras diciembre 2019
1. Determinacion Polifenoles Totales

S e—— DS mgGAE/L | meGAE/g hoja
261 030 0,02 35,5 14,2
a12] o020 0,04 20,2 8,1
w7 014 0,00 9,4 3,8
20| 022 0,01 22,6 5,0
265 018 0,03 16,5 6,6
64| 018 0,01 16,0 6,4
w7 o: 0,01 24,9 10,0
w3 o2 0,02 21,4 8,6
260| 020 0,01 18,9 7,6
25| 0,12 0,00 5,6 2,2
30| o014 0,02 9,9 4,0
s00] o012 0,01 5,8 2,3
25| 0,19 0,02 17,3 6,9
79| o017 0,01 15,2 6,1
24| 017 0,03 14,8 5,9
m| on 0,01 21,9 5,8
71 o2 0,00 22,3 8,9
%0 022 0,02 22,2 8,9
28] 022 0,01 22,3 8,9
6| 019 0,03 18,0 7,2
35| 0,15 0,01 11,8 4,7
2200 013 0,01 7,6 3,0
26| o012 0,00 71 2,8
33| 010 0,00 2,9 12
208 012 0,00 7.1 2,8
20| o1 0,01 4,5 18
314| o1 0,00 4,0 16
23 016 0,02 12,6 5,0
300| 014 0,02 9,3 3,7
s3] o1z 0,00 6,8 2,7
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o Promedio D% mgGAE/L | mgGAE/g hoja
288 012 0,00 5,9 2.4
288 0,11 0,00 3,9 1,6
298 0,12 0,01 6,3 2,5
278 0,20 0,02 18,8 7.5
291 0,16 0,01 13,8 5,5
308 0,13 0,01 83 3,3
62| 020 0,03 19,3 7.7
281 0,19 0,03 17,9 7.2
304] 0,13 0,03 7.3 2,9
263 o021 0,01 21,0 84
280 0,15 0,02 11,3 4,5
295 0,10 0,01 3,2 1,3
270, 0,23 0,02 25,4 10,2
273 o020 0,04 20,3 g1
07| o1 0,01 4,0 1,6
286 0,15 0,03 12,1 4,8
311 o011 0,00 4,6 1,8
301l o011 0,01 3,9 16
306| 013 0,00 7.8 31
292 0,10 0,01 3,3 1,3
297 0,09 0,00 1,6 0,6
32| o000 0,00 0,9 0,4
27| 0,20 0,03 19,6 7.8
267 0,14 0,00 10,4 4,2
274 017 0,05 14,5 5,8
276 0,14 0,00 9,2 3,7
282 0,18 0,01 17,1 6,8
66| 0,14 0,00 8,9 36
272 0,18 0,02 15,6 6,2
258 0,18 0,02 15,8 6,3
;2| 017 0,02 14,4 5,8
358 0,16 0,01 12,8 5,1
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Muestra Promedio D& maGAE/L | mgGAE/ghoja
3171 0,25 0,01 27,2 10,9
315 022 0,05 22,7 9,1
338 o022 0,01 23,3 9,3
340 020 0,03 20,1 8,0
3220 o023 0,02 24,6 9,8
339 0,19 0,00 18 4 7.4
331 020 0,00 20,1 8,0
333 o023 0,00 24,6 9,8
334| 0,18 0,01 17.0 6,8
332l o1 0,01 221 8,8
378 o031 0,02 37,8 15,1
3771 0,29 0,01 35,1 14,0
376| 0,28 0,01 32,6 13,0
37s| 028 0,01 33,0 13,2
380 0,32 0,00 39,8 15,9
3l 0,29 0,02 34,9 14,0
404 0,29 0,01 34,5 13,8
403| 0,29 0,02 34.0 13,6
318 0,28 0,00 33,5 13,4
343 o022 0,01 23,0 9,2
315 0,14 0,00 9,0 3,6
335 031 0,05 381 15,2
321 o024 0,00 27,1 10,8
407 030 0,01 36,2 14,5
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Muestra Promedio 05 mgGAES/L | mpGAE/ghoja
396 0,29 0,01 34,1 13,6
4100 031 0,03 37,3 14.9
354 0,27 0,02 30.6 122
392 0,25 0,00 28.0 11,2
305 0,28 0,01 32,2 12,9
304 o024 0,01 26,4 10,6
393 0,30 0,00 36,4 146
316 0,17 0,01 13,8 5,5
424 0,29 0,00 33,8 13,5
411 0,29 0,01 34.0 13,6
408 0,28 0,01 33.7 13,5
409 030 0,01 35,9 14,4
412 031 0,00 37,8 15,1
413 030 0,01 36,0 14.4
397 0,32 0,01 38.R 15,5
398 030 0,01 35,9 14,4
300 024 0,01 25,8 10,3
406 0,29 0,01 35,3 14.1
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2. Determinacion Actividad Enzimatica
2.1 Determinacion actividad PAL

) %
Muestra | Promedio KAT control Actividad
261 1,27 0,073 0,048 50,20
312 1,18 0,068 0,048 39,93
287 1,12 0,065 0,048 33 46
255 1,29 0,074 0,048 52,70
265 1,08 0,062 0,048 28,53
264 1,13 0,065 0,048 34,17
277 1,23 0,070 0,048 45,63
283 1,10 0.063 0,048 30,91
265 1,28 0.073 0,048 51,35
285 0,96 0,055 0,048 13,45
310 1,03 0,059 0,048 21,82
300 0,97 0,056 0,048 14,94
255 1,05 0,063 0,048 29,60
279 0,98 0,056 0,048 16,01
284 1,06 0,061 0,048 25,68
271 1,15 0,066 0,048 36,07
257 1,14 0,066 0,048 35,48
260 1,10 0,063 0,048 30,08
268 1,04 0,.0e0 0,048 23,49
256 1,10 0,063 0,048 30,97
305 0,93 0,057 0,048 16,96
290 0,95 0,054 0,048 1250
296 0,98 0,056 0,048 16,24
303 0,94 0,054 0,048 12,03
294 1,15 0,068 0,048 40,88
299 1,07 0,061 0,048 26,69
314 1,08 0,062 0,048 28,30
293 1,03 0,055 0,048 21,94
309 1,13 0,065 0,048 34,71
313 0,99 0,057 0,048 16,96
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%
Muestra | Promeadio KAT control Actividad
288 1,07 0,061 0,048 26,57
289 0,95 0,057 0,048 17,02
298 1,12 0,064 0,048 32,75
278 1,71 0,070 0,048 43,67
201 1,27 0,073 0,048 50,97
308 1,11 0,064 0,048 32,04
262 1,10 0,063 0,048 30,91
281 1,07 0,062 0,048 27.23
304 1,00 0,057 0,048 18,20
263 1,08 0,062 0,048 28,24
280 1,15 0,066 0,048 36,31
295 1,16 0,067 0,048 37,50
270 1,15 0,068 0,048 40,94
273 1,31 0,075 0,048 54,95
307 1,08 0,062 0,048 2B,06
286 1,07 0,061 0,048 26,93
311 1,13 0,065 0,048 33,76
301 1,18 0,068 0,048 40,17
306 1,07 0,062 0,048 27,25
292 1,07 0,062 0,048 27,52
297 1,02 0,055 0,048 21,05
302 1,10 0,063 0,048 30,61
275 1,21 0,070 0,048 43,97
267 1,15 0,066 0,048 37,02
274 1,12 0,064 0,048 32,57
276 1,10 0,063 0,048 31,14
282 1,25 0.072 0048 48,24
266 1,21 0,070 0,048 43,97
272 1,10 0,063 0,048 30,97
258 1,26 0,072 0,048 49,31
362 0,95 0,057 0,048 17,37
358 1,04 0,060 0,048 23,84
317 1,06 0,061 0,048 25,56
315 1,06 0,061 0,048 25,62
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%
Muestra | Promedio KAT control Actividad
338 1,18 0,068 0,048 39,99
340 1,09 0,063 0,048 259,84
322 1,16 0,067 0,048 37,79
339 1,24 0,071 0,048 46,82
331 1,16 0,066 0,048 37,14
333 1,07 0,061 0,048 26,93
334 1,07 0,062 0,048 2152
332 1,10 0.063 0,043 30,97
378 1,46 0,084 0,048 73,59
377 1,47 0,084 0,048 73,95
376 1,48 0,085 0,048 76,21
3rn 1,58 0,091 0,048 87,96
330 1,50 0.086 0,043 7,99
379 1,44 0,083 0,048 70,68
404 1,56 0.090 0,043 85,53
403 1,47 0,084 0,048 74,25
318 1,12 0,064 0,048 32,93
343 1,03 0,059 0,048 22,12
315 1,00 0,057 0,048 18,26
335 1,18 0,068 0,048 40,64
321 1.26 0,072 0,048 49,61
407 1,55 0,089 0,048 83,80
396 1,56 0,090 0,048 85,76
410 1,43 0,082 0,048 69,68
384 1,53 0,088 0,048 81,61
392 1,51 0,087 0,048 79,65
395 1,37 0.079 0,043 63,09
394 1,27 0,073 0,048 51,27
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%o
Muestra | Promedio KAT control Actividad
303 1,50 0,086 0,048 77,93
316 1,07 0,061 0,048 26,51
424 1,37 0,079 0,048 62,79
411 1,30 0,075 0,048 54,42
408 1,43 0,082 0,048 70,33
409 1,34 0,077 0,048 58,87
412 1,19 0,069 0,048 41,83
413 1,36 0,078 0,048 61,42
397 1,37 0,079 0,048 62,31
398 1,42 0,082 0,048 68,54
355 1,37 0,079 0,048 62,97
406 1,45 0,083 0,048 72,35
2.2 Determinacion actividad Catzlasa
Muestra Promedio KAT Control %
Actividad
261 3,90 0,099 0,090 9,03
312 3,78 0,096 0,090 5,70
287 3,71 0,094 0,020 3,73
259 3,80 0,006 0,090 6,26
265 3,80 0,096 0,090 6,29
264 3,586 0,097 0,020 7.91
277 3,79 0,096 0,090 6,11
283 3,80 0,096 0,090 6,33
2658 3,85 0,098 0,020 3,78
285 3,71 0,004 0,090 3,65
310 3,74 0,095 0,020 4,70
300 3,69 0,093 0,090 3,15
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) %o
Muestra Promedio KAT Control Actividad
255 3,80 0,096 0,090 6,39
279 3,75 0,055 0,090 4,95
284 3,81 0,096 0,090 6,52
271 3,78 0,095 0,090 5,61
257 3,82 0,096 0,090 6,80
260 3,79 0,096 0,090 6,08
268 3,80 0,096 0,090 6,24
256 3,76 0,055 0,090 515
305 3,82 0,096 0,090 6,75
290 3,73 0,094 0,090 4,19
296 3,75 0,095 0,090 4,89
303 3,70 0,094 0,090 3,55
254 3,79 0,096 0,090 6,01
299 3,71 0,094 0,090 3,82
314 3,70 0,094 0,090 3,51
293 3,72 0,094 0,090 3,97
3058 3,75 0,095 0,090 4,81
313 3,71 0,054 0,090 3,71
288 3,75 0,095 0,090 4,96
289 3,68 0,093 0,090 2,87
298 3,72 0,094 0,090 4,03
278 3,88 0,058 0,090 247
291 3,82 0,097 0,090 6,582
308 3,80 0,096 0,090 6,22
262 3,82 0,097 0,090 6,81
281 3,85 0,097 0,090 7,66
304 3,69 0,093 0,090 3,17
263 3,82 0,097 0,090 6,95
280 3,77 0,095 0,090 547
295 3,69 0,093 0,090 3,30
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. %o
Muestra Promedio KAT Control Actividad
270 3,84 0,087 0,080 7,30
273 3,82 0,097 0,090 6,84
307 3,71 0,094 0,090 3,85
286 3,72 0,094 0,090 3,93
311 3,76 0,095 0,090 5,05
301 3,71 0,054 0,080 3,68
306 3,79 0,096 0,080 6,05
292 3,70 0,094 0,090 3,58
297 3,60 0,093 0,090 3,05
302 3,68 0,093 0,090 2,77
275 3,94 0,100 0,090 10,16
267 3,88 0,098 0,080 8,52
274 3,82 0,096 0,090 6,74
276 3,85 0,097 0,090 7,65
282 3,83 0,097 0,090 7,17
266 3,84 0,097 0,090 7,31
272 3,80 0,096 0,080 6,29
258 3,86 0,097 0,090 7,90
362 3,71 0,054 0,080 3,64
358 3,78 0,096 0,090 572
317 3,87 0,098 0,090 821
315 3,85 0,098 0,080 891
338 3,85 0,087 0,080 7,72
340 3,90 0,099 0,090 9,10
322 3,86 0,098 0,090 7,98
339 3,92 0,099 0,090 9,63
331 3,86 0,008 0,090 7,08
333 3,88 0,098 0,080 8,60
334 3,88 0,098 0,090 8,49
332 3,84 0,097 0,090 7,34
378 3,84 0,097 0,090 7,44




Universidad del Bio-Bio
Laboratorio Sintesis y Biotransformacion de Productos Maturales
Departamento Ciencias Basicas, Facultad de Ciendias

) %o
Muestra Promedio KAT Control Actividad
377 3,83 0,097 0,090 6,99
376 3,81 0,096 0,090 6,61
375 3,83 0,097 0,090 7,20
380 3,80 0,096 0,090 6,14
379 3,82 0,097 0,090 B9
404 3,83 0,097 0,090 6,98
403 3,83 0,097 0,090 6,96
318 3,89 0,098 0,090 E91
343 3,88 0,098 0,090 8,38
315 3,76 0,095 0,090 5,19
335 3,86 0,097 0,090 7,91
321 3,85 0,097 0,090 7,58
an7 3,84 0,097 0,090 7,24
396 3,78 0,095 0,090 5,66
410 3,77 0,095 0,090 5,43
384 3,82 0,097 0,050 6,91
392 3,81 0,006 0,090 6,50
395 3,82 0,097 0,090 6,81
394 3,82 0,096 0,050 6,80
393 3,82 0,097 0,090 6,85
316 3,82 0,097 0,090 6,81
424 3,82 0,006 0,090 6,75
411 3,81 0,096 0,090 6,45
408 3,83 0,097 0,090 7,10
409 3,82 0,097 0,090 6,87
412 3,82 0,097 0,090 6,92
413 3,79 0,096 0,090 6,10
397 3,82 0,097 0,090 6,91
398 3,81 0,096 0,090 6,64
399 3,81 0,096 0,090 6,66
406 3,82 0,097 0,090 6,54




Universidad del Bio-Bio

Laboratorio Sintesis y Biotransformacion de Productos Naturales
Departamento Ciencias Basicas, Facultad de Ciencias

2.3 Determinacion Actividad Ascorbato peroxidasa

) %
Muestra | Promedio KAT Control Actividad
261 1,78 £33,93 337,14 88,03
312 1,44 513,57 337,14 52,33
287 1,24 443,75 337,14 3162
259 1,47 526,25 337,14 56,09
265 1,42 508,57 337,14 50,85
264 1,53 546,07 337,14 61,97
277 1,42 506,25 337,14 50,16
283 1,39 495,00 337,14 46,82
269 1,59 569,11 337,14 68,80
285 1,23 437,68 337,14 29,82
310 1,30 465,18 337,14 37,98
300 1,22 435,18 337,14 29,08
255 1,38 493,04 337,14 46,24
279 1,30 462,68 337,14 37,24
284 1,46 519,64 337,14 54,13
271 1,32 472,50 337,14 40,15
257 1,51 540,89 337,14 60,43
260 1,39 495,00 337,14 46,82
268 1,54 55107 337,14 63,45
256 1,30 465,00 337,14 37,92
305 1,39 496,79 337,14 47,35
290 1,20 427,86 337,14 26,91
296 1,29 460,36 337,14 36,55
303 1,15 409,46 337,14 21,45
2594 1,40 499,46 337,14 48,15
299 1,32 472,32 337,14 40,10
314 1,29 462,32 337,14 37,13




Universidad del Bio-Bio
Laboratorio Sintesis y Biotransformacion de Productos Maturale:
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. %%
Muestra |Promedio KAT Control Actividad
293 1,26 450,54 337,14 33,63
305 1,25 445 35 337,14 3210
313 1,25 4456, 75 337,14 3252
288 1,31 468,57 337,14 38,98
285 1,24 441,75 337,14 31,04
298 1,32 472,86 337,14 40,25
278 1,65 605,18 337,14 79,50
291 1,54 550,54 337,14 63,29
308 1,43 512,14 337,14 51,91
262 1,51 539,11 337,14 59,90
281 1,51 539,64 337,14 60,06
304 1,22 436,96 337,14 29,61
263 1,48 530,00 337,14 57.20
280 1,45 517.50 337,14 53,50
295 1,48 526,79 337,14 56,25
270 1,65 587,50 337,14 74,26
273 1,66 592,14 337,14 75,64
307 1,32 471,25 337,14 39,78
286 1,27 452,50 337,14 34,22
311 1,48 528,75 337,14 56,83
301 1,43 510,54 337,14 51,43
306 1,34 479,64 337,14 42,27
292 1,14 405,36 337,14 20,23
297 1,16 413,57 337,14 22,67
302 1,15 409 64 337,14 21,50
275 1,73 618,39 337,14 83,42
267 1,50 534,11 337,14 58,42
274 1,45 516,07 337,14 53,07
276 1,55 553,04 337,14 64,04
282 1,41 502,50 337,14 49,05
266 1,43 510,00 337,14 51,27
272 1,31 467,14 337,14 38,56
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Laboratorio Sintesis y Biotransformacion de Productos Maturales
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. %
Muestra | Promedio KAT Control Actividad
258 1,56 558,57 337,14 65,68
362 1,23 438,71 337,14 29,98
358 1,32 471,07 337,14 38,72
317 1,40 500,18 337,14 48 36
315 1,66 593,39 337,14 76,01
338 1,62 578,39 337,14 71,56
340 1,67 594,54 337,14 76,38
322 1,60 569,64 337,14 68,96
339 1,72 513,21 337,14 81,89
331 1,73 618,75 337,14 83,53
333 1,62 576,96 337,14 71,13
334 1,58 565,18 337,14 67,64
332 1,48 527,86 337,14 56,57
378 2,55 910,00 337,14 169,92
377 2,43 268,21 337,14 157,52
376 1,96 698,35 337,14 107,15
375 1,99 709,64 337,14 110,49
380 1,77 631,96 337,14 87,45
378 2,27 811,61 337,14 140,73
404 2,23 795,71 337,14 136,02
403 2,06 735,18 337,14 118,06
318 1,55 552,68 337,14 63,93
343 1,56 558,21 337,14 65,57
315 1,44 515,36 337,14 52,86
335 1,52 543,93 337,14 61,33
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’ %o
Muestra | Promedio KAT Control Actividad
Eral 1,45 518,21 337,14 53,71
407 2,13 759,46 337,14 125,26
396 1,47 523,75 337,14 55,35
410 1,40 500,54 337,14 48 46
384 1,53 545,54 337,14 61,81
392 2,13 759,64 337,14 125,32
395 2,17 775,18 337,14 129,93
394 1,95 £95,00 337,14 106,14
393 2,16 770,18 337,14 128,44
316 1,57 562,14 337,14 66,74
424 1,96 698,21 337,14 107,10
411 1,88 671,96 337,14 99,31
408 2,22 791,25 337,14 134,69
405 1,55 697,32 337,14 106,23
412 2,058 748,04 337,14 121,88
413 129 708,93 337,14 110,28
397 217 775,00 337,14 129,87
358 1,53 654,25 337,14 94,07
389 2,07 738,75 337,14 119,12
406 218 776,96 337,14 130,46

Dr. Julio Alarcon-Enos

Chillan, 06.12.2015
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Informe N7
Muestras
1. Determinacion Polifenoles Totales
. mg GAE/ g
Mombre | Promedio | mg GAESL de hoja
447 0,31 17,3 14,90
444 0,30 5.4 14,17
446 0,30 36,6 14,63
485 0,31 17,8 15,10
505 0,31 17,9 15,17
506 0,29 5.0 14,00
507 0,29 342 13,67
485 0,30 153 14,13
504 0,29 138 13,53
503 0,30 36,9 14,77
445 0,29 352 14,07
462 0,29 139 13,57
458 0,29 35 1 14,03
459 0,29 341 13,63
460 0,31 37,2 14,87
457 0,31 37,4 14,97
452 0,30 36,2 14,47
453 0,33 416 16,63
456 0,31 37,9 15,17
455 0,31 37,0 14,80
454 0,31 17,8 15,10
450 0,32 387 15,47
450 0,33 40,3 16,13
488 0,31 g5 15,40
491 0,27 313 12 53
489 0,31 ag 5 15,40
492 0,31 17,6 15,03




Universidad del Bio-Bio
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Mombre | Promedio | mg GAE/L m:eTn?;E
497 0,32 40,1 16,03
496 0,31 37,5 15,00
495 0,30 15,9 14,37
454 0,31 372 14,87
493 0,28 128 13,13
487 0,28 12,1 12,83
483 0,31 38.0 15,20
509 0,31 381 15,23
510 0,30 15,8 14,30
484 0,32 40,1 16,03
498 0,31 17,3 14,90
499 0,29 34,3 13,70
500 0,30 368 14,73
501 0,29 343 13,70
502 0,28 132 13,27
508 0,21 20,5 8,20
511 0,26 29,0 11,60
512 0,28 12,7 13,07
405 0,32 39.6 15,83
59 0,19 18,0 7,20
137 0,27 30,5 12,20
357 0,16 13,1 5,23
125 0,24 5.6 10,23
126 0,21 21,6 8,63
402 0,29 341 13,63
401 0,29 344 13,77
153 0,17 13,8 5,53
352 0,16 12,7 507
196 0,26 29,3 11,73
55 0,11 5,2 2,07
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Nombre | Promedio | mgGAE/L e GA E."r §
de hoja
354 0,18 15,7 6,27
382 0,32 40,3 16,10
g1 0,30 36,2 14,47
345 0,20 20,2 8,07
347 0,17 13,7 5,47
373 0,16 12,2 4,87
385 0,28 33,3 13,30
EYa] 0,22 229 9,17
370 0,17 14,6 5,83
361 0,18 15,3 6,13
56 0,20 19,7 7,87
363 0,14 9,7 3,87
349 0,14 9,4 3,77
374 0,18 15,8 6,30
372 0,18 16,4 6,57
400 0,34 42,5 17,00
385 0,34 42,8 17,10
342 0,30 36,8 14,73
348 0,25 27,6 11,03
364 0,16 13,1 5,23
360 0,21 21,0 8,40
366 0,25 27,7 11,07
367 0,25 27,8 11,10
327 0,29 34,3 13,73
391 0,33 40,6 16,23
344 0,25 27,8 11,13




Universidad del Bio-Bio
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Nombre Promedio | mg GAE/L mg GA E."r 2
de hoja
320 0,26 30,2 12,07
341 0,16 13,5 5,40
387 0,32 40,2 16,07
383 0,32 38,8 15,53
330 0,29 240 13,60
328 0,28 2.7 13,07
319 0,24 25,6 10,23
461 0,31 aze 15,10
463 0,26 20,8 11,93
464 0,28 32,7 13,07
465 0,28 33,3 13,30
448 0,27 31,1 12,43
449 0,27 31.3 12,53
451 0,29 348 13,93
388 0,30 36,2 14,47
389 0,27 31,9 12,77
390 0,31 38,4 15,37
470 0,28 33,5 13,40
47 0,27 31,5 12,60
476 0,28 2.8 13,13
475 0,39 50,4 20,17
474 0,27 31,1 12,43
472 0,28 323 12,93
473 0,28 33,1 13,23
469 0,26 29,1 11,63
465 0,24 26,3 10,53
250 0,26 29.9 11,97
468 0,30 36,6 14,63
477 0,31 38,1 15,23
479 0,32 38,8 15,50
478 0,31 371 14,83
480 0,32 39,2 15,67
481 0,32 40,0 16,00
482 0,31 38,3 15,30
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2. Determinacion Actividad Enzimatica
2.1 Determinacion actividad PAL

Mombre |Promedio |KAT control tle
actividad
447 1,33 23,12 15,50 49,17
ESE 1,33 23,15 15,50 49,39
446 1,30 22,65 15,50 46,14
485 1,26 21,89 15,50 41,25
505 1,25 21,72 15,50 40,15
506 1,18 20,50 15,50 32,27
507 1,29 22,45 15,50 44,85
436 141 24,55 15,50 58,43
504 1,35 23,44 15,50 51,25
503 1,31 22,81 15,50 47,20
445 1,15 20,63 15,50 33,11
462 1,28 22,21 15,50 43,33
458 1,11 19,38 15,50 25,08
459 1,19 20,73 15,50 33,79
460 1,15 19,93 15,50 28,62
457 1,27 22,12 15,50 42,71
452 1,21 21,06 15,50 35,92
453 1,24 21,52 15,50 38,90
456 1,09 18,91 15,50 22,05
455 1,09 19,02 15,50 273
454 1,15 20,78 15,50 34,12
450 1,02 17,75 15,50 14,53
490 1,67 29,08 15,50 &7.68
458 1,54 26,74 15,50 72,52
491 1,33 23,10 15,50 49,06
429 1,44 25,03 15,50 61,52
452 1,35 23,52 15,50 51,75




Universidad del Bio-Bio
Laboratorio Sintesis y Biotransformacion de Productos Naturales
Departamento Ciencias Basicas, Facultad de Ciencias

% de
Nombre |Promedio |KAT control actividad
487 1,35 23,57 15,50 52,09
496 1,31 22 86 15,50 47,54
485 1,31 2285 15,50 47,48
484 1,43 24,96 15,50 61,07
443 1,45 25,30 15,50 63,26
487 1,31 22,72 15,50 46,64
483 1,32 2295 15,50 48,10
509 1,37 23,79 15,50 53,55
510 1,33 23,10 15,50 49,06
484 141 24,56 15,50 58,49
A8 1,49 25 88 15,50 67,02
455 1,38 24,06 15,50 55,23
500 1,33 23,11 15,50 49,11
501 1,34 23,30 15,50 50,35
502 1,34 23,33 15,50 50,57
508 1,35 23,43 15,50 51,19
511 1,27 22,12 15,50 42,7
512 1,24 21,54 15,50 35,01
405 1,25 21,75 15,50 40,35
3549 1,11 19,34 15,50 24,80
3az 1,22 21,21 15,50 36,87
357 1,33 23,19 15,50 49,62
325 1,19 20,62 15,50 33,06
126 1,13 19,64 15,50 26,77
402 1,24 21,52 15,50 38,84
40 1,25 21,83 15,50 40,86
3583 1,27 22,15 15,50 42,94
352 1,31 2,74 15,50 46,75
196 1,02 17,66 15,50 13,97
355 1,27 22,13 15,50 42,83
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% de
MNombre |Promedio [KAT control actividad
354 1,16 20,12 15,50 29,86
382 1,20 20,82 15,50 34,35
381 1.2 21,07 15,50 35,98
346 1,26 21,95 15,50 41,65
347 1,24 21,63 15,50 38,57
373 1,35 23,47 15,50 5147
385 112 15,40 15,50 25,20
37 1,24 21,49 15,50 38,67
370 1,10 19,07 15,50 23,08
361 1,31 22,79 15,50 47,09
356 1,10 19,06 15,50 23,01
363 1,02 17,82 15,50 14,98
349 1,13 19,64 15,50 26,77
374 1,11 19,24 15,50 24,13
372 1,13 19,60 15,50 26,45
400 117 20,41 15,50 3171
336 1.3 22,77 15,50 46,92
342 1,27 2204 15,50 42,21
344 1,23 21,35 15,50 37,77
364 117 20,44 15,50 31,88
360 1,23 21,34 15,50 37,72
366 1,29 22 48 15,50 45,07
ELY) 1,08 18,50 15,50 19,36
327 118 20,45 15,50 3195
391 1,18 20,48 15,50 32,16
344 118 20,57 15,50 2.7




Universidad del Bio-Bio
Laboratorio Simtesis y Biotransformacion de Productos Maturales
Departamento Ciencias Basicas, Facultad de Ciencias

S5 de
Mombre Promedio KAT control actividad
320 1,26 21,95 15,50 41,65
341 1,27 22,04 15,50 42,21
357 1,30 2270 15, 50 46,47
383 1,53 26,67 15,50 72,13
330 1,39 24,14 15, 50 55,79
328 1,32 22,97 15,50 48,21
319 1,07 15,63 15,50 20,20
a6l 1,02 17,82 15,50 14,98
463 1,17 20,35 15,50 31,37
a6 1,04 15,0 15,50 16,38
465 1.49 25,94 15,50 67,42
448 1,28 22,24 15,50 43,50
449 1,24 21,58 15.50 39,29
451 1,29 22,45 15,50 44 85
388 1,29 22,41 15,50 44,62
389 1,35 23,48 15,50 51,52
390 1,14 19,75 15,50 27,44
470 1,10 19,04 15,50 23,18
471 1,24 21,55 15,50 39,06
476 1,41 24,59 15,50 58, 66
475 1,27 22,11 15,50 42, 66
474 1,33 23,13 15,50 49,25
472 1,09 19,0 15,50 22,84
473 1,03 17,594 15,50 15,76
469 1,29 22 45 15,50 44, 96
A66 1,36 23,58 15,50 52,14
250 1,26 21,85 15,50 41,08
468 1,23 21,45 15,50 38.45
477 1,62 28,27 15,50 B2.41
479 1,34 23,24 15,50 49,96
478 1,40 24,37 15,50 57,25
480 1,49 25,87 15,50 66,97
481 1,49 25,94 15, 50 67,42
482 1,50 26,02 15,50 &67,92




Universidad del Bio-Bio
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Departamento Ciencias Basicas, Faoultad de Ciencias

2.2 Determinacion actividad Catalasa

Mombire Promedio EAT oontrol %‘:,IE
actividad
447 3,75 0,09( 009034866 4,85
A444 3,81 0,10( 0,09034866 6,59
446 3,83 0,10 0,090343856 7,05
485 3,79 0,10( 0,09034866 6,08
505 3,81 0,10 0,0903438566 6,46
506 3,83 0,10( 0,09034866 6,96
507 3,83 0,10 0,0903438566 7,07
486 3,81 0,10( 0,09034866 6,52
504 3,80 0,10( 0,09034866 6,21
503 3,84 0,10( 0,09034866 7,28
445 3,82 0,10( 0,09034866 B,68
462 3,80 0,10( 0,09034866 6,18
458 3,77 0,10( 0,09034866 5,49
459 3,79 0,10( 0,09034866 6,03
460 3,78 0,10( 0,09034866 5,77
457 3,79 0,10( 0,09034866 5,96
452 3,81 0,10( 0,09034866 B,42
453 3,84 0,10( 0,09034866 7,40
456 3,83 0,10( 0,09034866 7,05
455 3,82 0,10( 0,09034866 6,68
454 3,81 0,10( 0,09034866 B, 64
450 3,78 0,10( 0,09034866 5,56
450 3,83 0,10( 0,09034866 7,08
488 3,82 0,10( 0,09034866 6,87
491 3,84 0,10( 0,09034866 7,38
489 3,84 0,10( 0,09034866 7,44
452 3,85 0,10( 0,09034866 7,69
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% de
Mombre | Promedio KAT control actividad
497 3,84 0,10| 0,09034866 7.47
496 3,83 0,10| 0,09034866 7,20
495 3,83 0,10 0,00034866 7,06
494 3,83 0,10 0,09034866 7,07
493 3,85 0,10 000034866 7,58
487 3,83 0,10 0,09034866 7,14
453 £ 0,10| 0,090348566 741
509 3,83 0,10| 0,090348566 7,06
510 3,84 0,10| 0,09034866 749
454 3,85 0,10 0,00034866 7,72
498 3,83 0,10 0,09034866 7,14
499 383 0,10 000034866 7,23
500 3,70 0,09 0,09034866 3,37
501 3,83 0,10 0,09034866 7,17
502 £ 0,10| 0,090348566 7,40
508 3,84 0,10| 0,09034866 749
511 3,84 0,10 0,00034866 7,31
512 31,84 0,10 0,09034866 7.24
405 3,83 0,10 009034866 6,98
359 181 0,10 000034866 B, 54
337 3,86 0,10 0,09034866 7,97
357 3,72 0,09] 0,090348566 4,11
325 £ 0,10| 0,09034866 7,86
26 3,83 0,10 0,00034866 712
402 3181 0,10 0,09034866 E,54
401 3181 0,10 0,09034866 E,54
353 Tl 0,09 0,00034866 Tl
352 3,74 0,09 0,09034866 4,566
196 3,86 0,10| 0,090348566 7,94
a55 3,64 0,09) 0,09034866 1,87
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Universidad del Bio-Bio

% de
Mombre | Promedio KAT control actividad
354 3,85 0,10 0,090348566 7,69
382 3,81 0,10 0,08034866 6,42
g1 3,83 0,10 0,089034866 7,09
36 3,85 0,10 0,090348566 7,79
347 3,88 0,10 0,08034866 8,52
373 3,80 0,10 0,09034856 6,36
£ 3,83 0,10 0,08034866 6,98
£l 3,94 0,10 0,08034866 10,30
370 3,82 0,10 0,080348566 6,85
361 3,88 0,10| 0,08034866 .42
356 3,80 0,10 0,09034856 6,24
363 3,74 0,09 0,09034866 4,57
349 3,75 0,09 0089034866 4,73
374 3,75 0,09 0,080348566 4,74
2 3,83 0,10| 0,08034866 7,05
400 3,84 0,10| 0,090348566 7,24
386 3,82 0,10 0,09034866 6,87
342 3,83 0,10 0,08034866 7,03
348 3,87 0,10 0,080348566 833
364 3,81 0,10 0,08034866 6,59
30 3,78 0,10 0,089034866 5,72
366 3,83 0,10 0,090348566 7,02
a7 3,79 0,10 0,08034866 5,89
327 3,88 0,10 0,080348566 846
301 3,83 0,10 0,08034866 7,14
34 3,87 0,10 0,089034866 8,26

L




Universidad del Bio-Bio
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Nombre FPromedio KAT control % l:-EIE'
actividad
30 3,93 0,10 0,09034866 a,77
341 3,91 0,10| 0,09034866 9,24
387 3,83 0,10 0,09034856 7,03
383 3,83 0,10 0,09034866 7,21
330 3,89 0,10| 0,09034866 8,71
28 3,90 0,10| 0,09034866 B.98
319 3,87 0,10| 0,09034866 8,17
451 3,83 0,10 0,09034866 7,06
453 3,81 0,10| 0,09034866 6,67
Aind 3,81 0,10| 0,09034866 6,42
455 3,83 0,10| 0,09034866 7,01
A 3,83 0,10 0,09034856 7,02
4449 3,80 0,10 0,09034866 6,31
451 3,79 0,10| 0,09034866 589
A28 3,80 0,10 0,09034866 6,26
ago 3,81 0,10| 0,09034866 6,53
350 3,81 0,10 0,09034866 6,60
470 3,78 0,10| 0,09034866 575
471 3,80 0,10| 0,09034866 6,39
AT6 3,83 0,10 0,09034866 7,14
475 3,82 0,10| 0,09034866 6,82
A74 3,81 0,10| 0,09034866 6,46
472 3,81 0,10| 0,09034866 6,59
473 3,81 0,10 0,09034866 6,50
459 3,79 0,10| 0,09034866 6,07
A56 3,79 0,10 0,09034866 6,08
250 3,81 0,10| 0,09034866 6,54
458 3,82 0,10 0,09034856 6,68
AT7 3,83 0,10 0,09034866 6,99
479 3,85 0,10| 0,09034866 7.63
478 3,82 0,10| 0,09034866 6,82
480 3,85 0,10| 0,09034866 7,52
481 3,82 0,10 0,09034866 6,92
482 3,83 0,10| 0,09034866 6,99
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2.3 Determinacion Actividad Ascorbato peroxidasa

% de
Nombre | Promedio KAT control actividad
447 172 0,0048 0,0035 35,14
444 233 0,0065 0,0035 84,358
445 2,20 0,0082 0,0035 73,50
485 181 0,0054 0,0035 51,07
505 2,20 0,0062 0,0035 73,66
506 2,31 0,0065 0,0035 82,78
507 2,36 0,0066 0,0035 86,41
485 2,08 0,0058 0,0035 &4, 02
504 204 0,0057 0,0035 B0, 78
503 2,23 0,0063 0,0035 76,34
445 1,89 0,0053 0,0035 48,97
462 186 0,0052 0,0035 47,04
458 1,47 0,0041 0,0035 16,03
459 164 0,0048 0,0035 28,23
450 1,65 0,0045 0,0035 30,48
457 1,69 0,0047 0,0035 33,61
452 184 0,0051 0,0035 45,26
453 2,06 0,0058 0,0035 62,72
455 207 0,0058 0,0035 63,55
455 203 0,0057 0,0035 &0, 62
454 1,93 0,0054 0,0035 52,49
450 151 0,0042 0,0035 19,35
490 2,84 0,0080 0,0035 124,29
488 2,66 0,0074 0,0035 110,03
491 277 0,0078 0,0035 118,84
489 2,83 0,0079 0,0035 123,22
492 294 0,0082 0,0035 13250
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%de
457 2,59 0,0073 0,0035 104,62
456 2,62 0,0073 0,0035 106,67
435 2,54 0,007 0,0035 100,55
484 2,64 0,0074 00035 w0en
493 2,72 0,007% 0,0035 11445
487 2,46 00069 | 00035 ™,08
483 2,65 0,0074 0,003 108,24
509 2,67 0,0075 00035 110,78
510 2,46 0,0069 0,0035 94,59
B 2,55 000Mm 0,0035 101,26
498 2,73 0,007 00035 115,48
459 2,62 0,0073 0,0035 106,95
500 2,74 0,0077 0,003%5 1163
501 2,62 0,0073 0,0035 107,11
502 2,43 0,0068 0,0035 9163
508 279 0,0078 0,0035 12073
511 2,35 0,0066 0,0035 5.0
512 2,45 0,006 0,0035 93,60
a5 241 0,0068 00035 €N0,.44
359 131 0,0037 0,0035 308
337 1,56 0,004 0.0035 B2
357 131 0,0037 00035 359
325 144 0,004 0,0035 13,78
6 14 0,0040 0,003% 13,59
402 2,04 0,0057 00035 60,86
401 1,92 0,0054 0,0035 5178
353 133 0,0037 00035 529
152 135 0,0038 0,003 6,36
156 1,65 0,0045 0,0035 0.2
355 1,42 0,0040 000355 12,28
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% de
Nombre | Promedio KAT control actividad

354 167 0,0047 0,0035 31,67
ELh 2,13 0, 0080 0,0035 B7,53
381 2,33 0,0085 0,0035 83,29
346 159 0,0044 0,0035 25,36
347 145 0,0041 0,0035 14,38
373 2,00 0,0055 0,0035 57,62
385 251 0,0070 0,0035 9787
371 1495 0,0055 0,0035 54,19
370 1,43 0,0040 0,0035 13,23
361 173 0,0048 0,0035 36,45
356 142 0,0040 0,0035 11,85
363 128 0,0036 0,0035 0,83
349 1,30 0,0036 0,0035 2,65
374 132 0,0037 0,0035 4,42
372 153 0,0043 0,0035 20,81
00 245 0,0085 0,0035 93,48
386 179 00,0050 0,0035 41,71
342 146 0,0041 0,0035 15,60
348 1,63 0,0045 0,0035 28,44
364 144 0,0040 0,0035 13,86
360 1,50 0,0042 0,0035 18,29
366 1,55 0,0043 0,0035 22,59
367 138 0,0035 0,0035 8497
327 159 0,0045 0,0035 25,67
391 223 0,0082 0,0035 75,79
344 158 0,0044 0,0035 25,08
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% de
MNombre Promedio KAT control actividad
320 1,91 10,0053 0,0035 50,47
341 1,78 10,0050 0,0035 40,36
387 2,29 10,0064 0,0035 20,28
383 2,75 0,0077 0,0035 117,26
330 1,90 10,0053 0,0035 50,39
328 202 0,0057 0,0035 59,52
319 1,82 10,0051 0,0035 43,96
451 2,16 10,0061 0,0035 70,93
453 2,29 10,0064 0,0035 21,04
464 2,10 10,0059 0,0035 65,56
455 1,81 10,0051 0,0035 43,13
448 1,94 10,0054 0,0035 52,84
449 1,82 10,0051 0,0035 43,44
451 1,69 0,0047 0,0035 33,29
388 1,81 10,0051 0,0035 42,61
389 1,83 10,0051 0,0035 44,63
390 2,50 10,0070 0,0035 97,39
470 1,70 10,0045 0,0035 34,56
471 1,62 0,0045 0,0035 28,16
476 2,05 0,0057 0,0035 62,01
475 1,87 10,0052 0,0035 47,59
474 1,97 10,0055 0,0035 55,65
472 1,81 10,0051 0,0035 42,77
473 1,84 10,0051 0,0035 45,26
4549 1,74 10,0049 0,0035 37,12
456 1,76 10,0049 0,0035 39,02
250 1,74 10,0049 0,0035 37,72
458 1,72 0,004 0,0035 35,51
477 2,45 10,0068 0,0035 93,21
479 2,37 10,0066 0,0035 B6,93
478 2,17 10,0061 0,0035 71,25
480 2,55 0,0072 0,0035 101,78
481 221 10,0062 0,0035 74,61
432 2,36 10,0066 0,0035 86,57
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Informe MY7-8
Muestras Hojas Cerezos y Ardndanos
i. Determinacon Folifenoles Totalkes

[T ] = Fromiedio [ £11 mg SAEfL mEE'ﬁI_"I g
d= hojs
a1% 0,270 0,01903183 31 0= 1243
417 0,270 0,01903183 31 0= 1243
IEE 0,130 0,00070711 6,08 243
129 0,147 001131371 10,67 a7
JE2 0,127 0,0ZEE7T00E 10,7 2,27
43258 0,236 0,007 77ELT 23,42 1217
330 0,110 0, 0162634E 2,43 1,77
335 0,157 00148249324 12 2% 280
331 0,252 0023133591 18,02 11,23
IES 0,128 0,0176776T 17,42 597
4ais 0,258 0,007 77ELT 23,73 iz.30
413 0,259 0,01Z0x0B2 24,23 1z,70
4135 0,253 0,00452973 24,52 1297
417 0,236 0,00452973 23,42 1217
421 0,257 0,00070711 23,38 12,23
423 0,254 0,01131371 23,17 1207
427 0,302 0,00333333 26,42 12,37
435 0,300 000131421 3617 1247
4320 0,304 0,00777B1YT 36,73 1270
415 0,233 0,01Z7ZEFIZ 23,00 1200
437 0,253 0,00070711 23,38 1243
432 0,250 0,00070711 22,73 1z.10
429 0,251 0,01Z020B2 7,52 11,17
430 0,253 0,003e568] ZB.ET 1147
431 0,259 000131421 8333 1173
433 0,231 0,00B4E32E 2867 .87
4437 0,199 0,0181<214 19,33 7.713
441 0,250 0,02ZeX742 7,23 1113
433 0,308 0,00z21F132 3742 1237
438 0,304 001131371 36,23 12473
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436 0,296 |o0,00141421| 35,50 14,20
440 0,310 | 0,0205061 37,75 15,10
443 0,295 |0,00212132| 35,25 14,10
419 0,286 |0,01414214| 33,83 13,53
433 0,288 | 0,00565685| 34,17 13,67
432 0,798 |0,00424254| 35,83 14,33

2. Determinacion Actividad Enzimatica
2.1 Determinacion actividad PAL

Nombre | Promedio KAT control acffv?:a ;
425 1,49 35 9869 15,496 67,70
427 1,09 18,8964 15,496 21,94
368 113 19,7142 15,496 27,22
329 1,24 21,6195 15,496 39,51
369 1,00 18,966 15,496 22,39
428 1,29 22 4286 15,496 4473
350 1,02 17,8089 15,496 14,92
336 1,06 18,4266 15,496 18,91
351 1,12 19,4706 15,496 35,65
365 1,12 19,5663 15,496 26,26
414 1,27 22 1589 15,496 42,99
415 1,26 21,9675 15,496 41,76
418 1,29 22 4895 15,496 4513
417 1,34 23,316 15,496 50,46
421 1,41 74 5514 15,496 58,43
423 1,24 21,5499 15,496 39,06
422 131 22 8462 15,496 47.43
426 1,29 22 4373 15,496 44,79
420 113 19,6098 15,496 26,54
416 1,22 21,2193 15,496 36,93
437 1,39 24,2469 15,496 56,47
434 1,24 21 5673 15,496 39,18
429 1,36 23 6553 15,496 52,65
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430 1,38 23,925 15,496 54,39
431 1,31 27 7244 15,495 45,64
435 1,39 24 2459 15,496 56,47
4437 1,35 23,0811 15,498 48,94
441 1,19 20,6364 15,496 33,17
439 1,20 20,9409 15,498 35,13
438 1,37 23,9163 15,495 54,33
436 1,14 19,9143 15,496 28,51
440 1,79 27 AB0DE 15,496 45,07
443 1,30 27 5504 15,496 45,52
419 1,35 23,5596 15,496 52,03
433 1,25 21,3324 15,495 37,66
a3z 1,27 22 0719 15,496 42,43

2.2 Determinacion actividad Catalasa

. o de

Mombre Promedio KAT control actividad

425 5,83 0,09667761 | 0,09034866 7,01
427 3,82 0,09657655 | 0,09034856 5,89
368 3,77 0,0951996 |0, 09034866 5,37
329 3,85 0,00723345 | 0,00034856 7.62
360 375 0,09484588 | 0, 030348656 4 98
428 5,81 0,0963618 | 0,09034866 6,66
350 3,75 0,09468166 | 0,09034866 4,80
336 3.B1 0,09629864 | 0, 030348656 6,59
351 3,82 0,009648813 | 0,09034856 5,20
365 3,87 0,09765033 | 009034856 8,08
414 5,79 0,09580596 | 0,09034856 6,04
415 3,83 0,00682921 | 0,09034856 7,17
418 3.B2 0,09646286 | 0,03 0348656 6,77
417 3,84 0,09689237 | 0,09034866 7,24
421 3,84 0,0970187 | 0,00034866 7,38
423 5,84 0,09709449 | 0,09034866 7,47
4232 3,82 0,00555129 | 0,09034856 5,87
426 3.B4 0,09691764 | 0, 030348656 727
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420 3,81 0,09623547 | 0,09034866 6,52
416 3,81 0,00637443 | 0,00034866 6,67
437 3,83 0,09665235 | 0,00034866 6,08
434 3,82 0,09653866 | 009034866 6,85
429 3,81 0,00634917 | 0,00034866 6,64
430 3,79 0,0957428 | 0, 09034866 597
431 3,81 0,09627337 | 0,09034866 6,56
435 3,81 0,00623547 | 0,00034866 6,52
442 3,81 0,09623547 | 0,09034866 6,52
441 3,76 0,095048 |0,09034566 5,20
439 3,82 0,009653866 | 0,00034866 6,85
438 3,84 0,0969808 | D,09034866 7,34
436 3,83 0,09674078 | 009034866 7.07
440 3,78 0,09557858 | 000034866 579
443 3,82 0,09642496 | 0,09034866 6,73
419 3,81 0,09626074 | 0,09034866 6,54
433 3,81 0,009615968 | 0,00034866 6,43
432 3,82 0,09638706 | 0,09034866 6,68
2.3 Determinacion Actividad Ascorbato peroxidasa
. Y% de
Mombre Promedio KAT controd actividad
425 2,10 00058772 | 0,0035448 | 65,80
427 2,14 00059976 | 0,0035448 | 69,19
368 128 0,0035742 | 0,0035448 | 0,83
329 161 0,0045206 | 0,0035448 | 27,53
3659 1,31 00036778 | 00035448 | 3,75
428 185 0,00518 0,0035448 | 46,13
350 1,29 0,0036204 | 0,0035448 | 2,13
336 1,36 00038206 | 0,0035448 | 7,78
351 1,49 00041608 | 0,0035448 | 17,382
365 153 0,0042896 | 0,0035448 | 21,01
414 1,65 0,0046256 | 0,0035448 | 30,49
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415 2,52 0,0070616 | 0,0035448 | 99,21
418 2,01 0,0056182 | 0,0035448 | 58,49
417 2,20 0,0061558 | 0,0035448 | 73,66
321 251 0,0070196 | 0,0035448 | 98,03
423 2,20 0,0061544 | 0,0035448 | 73,62
422 2,33 0,0065226 | 0,0035448 | 84,00
426 1,55 0,004326 | 0,0035448 | 22,04
420 2,24 0,0062636 | 0,0035448 | 76,70
416 2,03 0,0056938 | 0,0035448 | 60,62
437 1,96 0,0055006 | 0,0035448 | 55,17
434 2,11 0,0059052 | 0,0035448 | 66,59
429 2,38 0,0066752 | 0,0035448 | 88,31
430 1,84 0,0051604 | 0,0035448 | 45,58
431 1,77 0,0049518 | 0,0035448 | 39,69
435 2,02 0,005663 | 0,0035448 | 59,76
442 2,04 0,0057022 | 0,0035448 | 60,86
441 1,71 0,0047796 | 0,0035448 | 34,83
439 1,27 0,0035462 | 0,0035448 | 0,04
438 2,25 0,0063056 | 0,0035448 | 77,88
436 2,38 0,0066556 | 0,0035448 | 87,76
440 1,93 0,0053984 | 0,0035448 | 52,29
443 1,93 0,0054012 | 0,0035448 | 52,37
419 1,98 0,0055314 | 0,0035448 | 56,04
433 1,76 0,0049364 | 0,0035448 | 39,26
432 1,93 0,0054096 | 0,0035448 | 52,61

Or. Julio Alarcon-Enos

Chillan, 11.06.2020




ANEXO 11.- PLAN DE NEGOCIOS.

En este anexo se presenta en forma unificada todas las partes que componen un plan de
negocio, haciendo un resumen y relevando los aspectos mas importantes dados a conocer
en los informes de avances del proyecto.

Por lo tanto, nos enfocaremos en las 3 bases principales de un plan de negocios que
corresponde a: Mix Comercial (5P del Marketing), Modelo Canvas y Flujo de Caja.

A continuacion, explicamos el detalle de cada uno de ellos.
Anexo 1lla.- MIX COMERCIAL

“Mix Comercial” encierra los componentes claves que debe tener nuestra empresa para
lograr el éxito del negocio. Un adecuado mix comercial es imprescindible para ser
competitivos. EIl mix comercial contempla un estudio de las 5P del marketing, que son
Precio, Plaza, Promocién, Producto y Post Venta.

1.
Probucro

3.
Promocion

Cuadro 3.- Diagrama “Mix Comercial” (5P del Marketing), acontinuacion....

Anexo 11 al.- Producto.

Como en todo producto, es necesario definir una marca o logotipo distintivo, idealmente,
gue de forma explicita encierre conceptos o directrices que se quieren promocionar. De
esta manera el equipo técnico definio tentativamente el nombre Elicibac y Elicibot,
incorporando la raiz “Elici”, proveniente de la acciéon de “elicitar’, que corresponde al
mecanismo principal de accion de las vacunas evaluadas.



Vacuna Cancer Bacterial: ELICIBAC®

ETIQUETA ELICIBAC®

BAC

DESCRICION:

COMPOSICION:

ELICIBAC es un concentrado de
proteinas y otros metabolitos
extraidos de la  bacteria
Pseudomonas Syringae pv.
syringae, cuyo objetivo es activar
los mecanismos genéricos y
especificos de defensas naturales
de las plantas, como si ocurriera un
ataque o infeccién por la bacteria
en forma normal.

El uso de ELICIBAC previo a los
periodos de mayor actividad de la
bacteria Pseudomonas syringae pv.
syringae, permitira reducir la
infeccion y proliferacién del cancer
bacterial en los huertos de cerezo.

Extracto de Psedomonas syringae

MODO DE APLICACION.
Aspersion foliar......... 500g/ha

PV. SYIINGAE wisiiivisisiisisnsaiesid 0,1%.

CEREZOS

Coformulantes ..o 99,9%

Yema Hinchada
Brote de 10 cm
Otofio hoja Activa

5009/ha

™

Contenido Neto kg

Vacuna Botrytis: ELICIBOT®

ETIQUETA ELICIBOT®:

BOT

DESCRICION:

COMPOSICION:

ELICIBOT es un concentrado de
proteinas y otros metabolitos
extraidos del hongo Botrytis
cinerea, cuyo objetivo es activar los
mecanismos genéricos y
especificos de defensas naturales
de las plantas, como si ocurriera un
ataque o infeccién por el hongo en
forma normal.

El uso de ELICIBOT previo a los
periodos de mayor actividad de la
del hongo Botrytis cinerea,
permitird reducir la infeccién y
proliferacion del hongo en el
huerto.

Extracto de Botrytis cinerea...0,1%

Compatible con la mayorfa de los frosantanos de uso
g ezdar con Acaricdas. No mezdar con
productos de marcada reaccidn &ica o alcalinas.
El productn utiizado bajo nuastras instrucciones cumole
letamente su_ mison. Sin embargo, por estar la
apikcacion fuera ce nuestro control, decinamos toda
resporsabilidad por dafios eventudles por su uso.
Unicamente nos responsabiizamos  por 2 calidad
contrastada del producto.
No es necesaro ado uciones especiles para el
trasporte y almacenamiento. Mantener fuera diel akance
de los nifios y animales domesticos. En caso de ingeston
accidental, acucir inmediaamente o médko, con la
etiqueta del producto, en el caso de Contacto con 05 0jos y
piel, lavar con abundsnte agua, sin

MODO DE APLICACION.
Aspersion foliar.......... 500g/ha

ARANDANO

Coformulantes......................99,9%

Inicios de floracién
50% de floracion

100% de flor 300a/ha

=

Pinta fruto

Contenido Neto kg

Compatble con la mayoria de los firasanitarios de uso
comdn, No mezclar con Acaricicas. No mezcar con
productos de marcaca reacoion acda o aical nas.

B oroducto utiizade bajo ruestas instucciones cumple
completamente su misién. Sin embargo, por estar la
apicacin fuera de ruesto contdl, decinamos toda
resoonsabifdad por Gafios evertudies por su s,
Unicamente nos responsadiizamos  por s calicad
<ontrastada del producto

Ho €5 necesailo adoptar precauckones especiales para el
trasporte y aimacenamienta, Mantaner fuera del akance
de 05 17105  animales domésticos. £ caso de ingestion
accidertal, acudic medataments 3 ~adico, con I
etiqueta de producto. en el Case Ce Contace <on s ojos y
pie’, lavar con abundante agua, sin refregar.

IMAGEN 26.- a) etiqueta EliciBac®, b) etiqueta EliciBot

Cabe sefalar que las cantidades de aplicacion y composicién podrian variar, de acuerdo a
nuevas validaciones técnicas. Sin embargo, para modo de ejemplo y de continuar el plan
de negocio se proponen las etiquetas anteriores y un formato de venta de 500 gramos por
envase.



Anexo 11 a2.- Packaging.

Se propone el uso de bolsas de aluminio, sellada al vacio con proceso de liofilizado, la cual
asegurara una conservacion adecuada del producto.

Imagen 27. Formato de Venta. Bolsas de Aluminio 500 gramos

Un formato de venta practico, facil de manejar, asegurando una correcta conservacion de
los productos y sus componentes biolégicos. La incorporacion de su marca y logotipos
propios, permite posicionar la marca en el mercado, incorpordndose con facilidad en
folletos, redes sociales, pendones, gorros y merchandising en general.

Proceso de Fabricacioén:

Para comercializar un producto, se hace necesario conocer todo el proceso, por lo que a
continuacion se explica de forma clara y precisa la maquinaria necesaria y el desarrollo que
deben tener nuestras vacunas para llegar al cliente final.



OBTENCION DE INOCULOS PARTIDORES

Pseudomonas syringae pv. syringae - Botrylis cinerea

Preparacion y

esterilacion de Reproduccién de las

subtastratosde @020 -E¥EPER_ . 0

4

Confirmacion de

pureza de las cepas.

___________

indculos

Imagen 28. Obtencién de indculos partidores de Pseudomonas syringae y Botrytis cinerea.




PASO 1

LINEA PRODUCCION VACUNAS

PASO 2

PASO 3

PASO 4

PASO 5

PASO 6

PRODUCCION
BIOMASA

LISIS CELULAR

SEPARACION
MECANICA

FORMULACION

LIOFILIZACION

ENVASADO

biomasa usando
los in6culos
partidores. Se
realiza en un
birreactor bajo
condiciones de
temperatura y
aireacion
controlada

Ruptura celular
mediante
métodos
mecanicos o
fisicos, con el fin
exponer
moléculas que
actuaran con
activadores de
una respuesta de
defensa.

Se separa los
solidos de la fase
liquida mediante
centrifugacion

Se formula y
mezcla los
constituyentes de
la vacuna

Se deshidrata el
producto
mediante
liofilizacion, para
dar estabilidad de
la formulacién

Se envasa en
sachets en dosis
de 500g.

Imagen 29. Diagrama de produccién general de las vacunas.




Anexo 11 a3.- PRECIO

Si bien el previo tiene un gran poder sobre la decision final de compra, existen factores
relacionados con la eficacia, registros, residuos, compatibilidad en estanque, entre otros,
gue influyen directamente en las decisiones de agricultores y asesores agricolas. En este
sentido, el producto propuesto considera la certificaciones y registros de calidad
demostrables, que permitan su uso en un amplio rango de mercados, enfocandose en
agricultores bajo manejo productivo organico.

500 GRAMOS ELICIBAC ELICIBOT
MATERIA PRIMA S 748 S 5.335
ETIQUETA S 140 S 140
BOLSA ALUMINIO S 218 S 218
TOTAL S 1.106 | $ 5.693

Cuadro 4.- Costos fabricacion directos de ambas Vacunas

Al considerar los productos sustitutos de nuestras vacunas, consideramos 2 tratamientos
alternativos que consisten en productos Funguicidas y Bactericidas (cobre, azufre, extracto
de plantas), los que se comercializan normalmente en un rango de precios de $19.000 a
$25.000, y el los tratamientos con biolégicos (bacterias, levaduras, hongos) que van desde
los $18.000 a los $35.000. En base a los precios antes expuestos y considerando los costos
de fabricacion, costos operacionales y flete de las vacunas, determinamos que el precio de
venta del ELIBAC serda de $13.000 y del ELICIBOT $15.000, siendo un 30% menor
(aproximadamente) a los precios de la competencia.

500 GRAMOS ELICIBAC ELICIBOT

COSTO DE FABRICACION | S 1.106 | $ 5.693
FLETE S 300 | S 300
COSTOS OPERACIONALES | S 1.000| $ 1.000
PRECIO VENTA $ 13.000 | S 15.000
MARGEN DE UTILIDAD $ 10.594 | S 8.007

Cuadro 5.- Utilidad Vacunas

Dentro del programa de aplicaciones para el control y manejo de las enfermedades del
estudio, se considera 3 aplicaciones por temporada para ELICIBAC y 4 para ELICIBOT por
hectarea.



Anexo 11 a4.- PROMOCION

La promocion y publicidad es fundamental para que nuestros productos se den a conocer,
sean facilmente identificable en el mercado, y cumplan el objetivo de generar una gran
demanda por parte del consumidor final.

Nuestra planificacion de promocion contempla la utilizacion de los medios digitales como
principal plataforma, siendo las redes sociales y pagina web las que entran con fuerza.

Se considera un plan de inversion de $4.200.000 al cabo de 5 afios en estrategias de
promocion, el ler afio contempla una inversion de $200.000 (debido a los margenes
acotados del ler afio), este dinero contempla el levantamiento de la pagina web y el disefio.

El 2do afio se pretende realizar una inversion de $2.000.000, que considera publicidad en
redes sociales, participacidbn de seminarios, articulos de merchandising, entre otros
articulos publicitarios.

Considerando que nuestros clientes son agricultores e Ingenieros agronomos, la publicidad
debe realizarse en redes agricolas de circulaciébn nacional, como Revista del Campo,
Redgricola, Campo sur, Mundo Agro, revistas de cooperativas, entro otras.

La pagina web a disefiar, debe contener toda la informacion referente a los estudios
realizados, para demostrar la eficacia del producto, ademas de una guia basica de
aplicacion en los huertos.

Otros medios de promocidn que se buscara utilizar son:

e Participacion en seminarios

e Charlas en grupos de agricultores, principalmente grupos de INDAP, los cuales
pueden ser apoyados para la compra por la entidad gubernamental, en base a los
proyectos de adquisicién que poseen los usuarios.

Anexo ab5.- PLAZA

La “Plaza” de las 5P del marketing, se enfoca en la pregunta ¢ Donde es el mejor lugar para
posicionar mis productos?, respondiendo a esta pregunta se propone lo siguiente.

Se identificé que la regién del Maule como la regién idénea para implementar nuestro
proyecto comercialmente en un corto plazo, debido al mercado potencial de la regién por la
superficie plantada de arandanos y cerezos. Dado al analisis de prospeccién de mercado y
modelo de negocio que desea seguir el proyecto, se han detectado 2 socios claves;
Distribuidoras y Empresas de Transporte.



Distribuidoras.

Las distribuidoras que se pretende gestionar, son aquellas de mayor presencia en la region
del Maule y que se caracterizan por entregar productos de excelente calidad:

1. Cals Talca — Linares — Parral — Cauquenes
2. Coagra Curico — Talca — Linares
3. Copeval Parral — Curic6 — Talca — Linares

4. Martinez y Valdivieso Curic6 — Talca — Linares
5. Tattersal Curico — Linares — Talca

Las empresas sefialadas anteriormente poseen las caracteristicas e infraestructura
necesaria para la comercializacién de nuestros productos. Teniendo amplia presencia a
nivel nacional y prestigio.

Logistica.

Para la distribucion y el traslado de nuestros productos desde la planta de fabricaciéon hacia
las empresas distribuidoras, como con el flete hacia nuestros clientes, se hace necesario
contactar una empresa con gran presencial a nivel nacional y que tenga los precios mas
accesibles de mercado. Por lo anterior, detectamos a la empresa “Pullman Cargo” como
uno de nuestros principales socios estratégicos, haciendo despachos desde todos los
puntos a solicitar, hacia sus plantas de distribucion, como el punto de entrega que estime
el cliente.

Las principales ventajas de este servicio son las siguientes:

1. Coordinacion de retiros programados y/o esporadicos a domicilio.
2. Administracién de documentacién de respaldo.
3. Acceso a un portal exclusivo para visualizar movimientos y detalles de éstos.

Anexo a6.- POST-VENTA

El servicio de post venta en este tipo de negocios es fundamental para generar fidelizacion
al producto, por ende, cumplir las proyecciones comerciales. Dentro de los puntos débiles
de vender, a través del retail agricola, son la baja fidelizacién al producto, dado que dentro
de su cartera 0 catalogo de insumos que representan, poseen una amplia gama de
alternativas o sustitutos. La presencia de zonales técnicos-comerciales vinculados a las
distribuidoras y mayormente al cliente, permite responde a la brevedad a los requerimientos
del consumidor, y suplir las deficiencias que podrian generarse por parte del canal
comercial manejado por las distribuidoras.

La post venta cumple un rol importante el concepto de calidad, pues logra que el consumidor
perciba el valor agregado e identifique la diferencia respecto de la competencia. Por esta
razon, contaremos con una base de datos completa de cada cliente, en dénde se
almacenara la informacion relevante de cada cliente com contacto, ventas, fechas de



compra, tipo de productos usados, entre otros factores. Se contempla también visitas de
campo en forma programada en base a rutas logica. Se contara ademas en la pagina web
un formulario de contacto, donde podran escribir todo tipo de comentarios o sugerencias,
logrando ir mejorando cada vez mas nuestros productos y atencion.



ANEXO 11b.- MODELO CANVAS

Socios claves

Pullman
Cargo.
DHL
Express
Cals

Actividades claves

1.Aislacién y cultivo del

patégeno
2.Destruccion del patdégeno
(plasmalisis)
3.Concentracion y

estandarizacion del

material del patbgeno que

va a llevar la vacuna.
4.Produccion a escala de los

productos.
5.Envasado de productos
6.Distribucion y
comercializacion de los
productos.

Recursos claves

eMano de obra calificada

e aboratorio

s Equipamiento (liofilizador,
incubadora, estufa, auto
clave, frezzer, balanza
analitica, phmetro,
instrumentos de vidrio,
entre otros.)

Propuesta de valor

Entregar una vacuna
especifica para el control de
botrytis en arandano vy
cancer bacterial en cerezos.
Siendo productos
ecoldgicos, que no generan
residuo, no hay dafio para la
salud, flora y fauna,
generando que la misma
planta cree las defensas
necesarias para el control

de estas enfermedades,
siendo un producto
especifico para la
enfermedad y no de amplio
espectro, pudiendo ser
aplicada mediante

fertilizacion foliar y/o suelo.
Buscando reducir los costos

de los agricultores, al
intentar  controlar  estas
enfermedades.

Relacion con el cliente

A través de distribuidoras

agricolas, ellas serdn las
encargadas de tener una
relacion directa con la

clientela. Eso si, se dejara un
nimero de contacto en cada
envase, por si necesita el
cliente informacién directa del
fabricante.

Canales

Nuestros productos se daran
a conocer por los siguientes
medios:

e Charlas con grupos

SAT — INDAP.

e Locales de
distribuidoras.

e Revistas de
agricultora  (Mundo

Agro y Redagricola)
e Pagina Web.

Segmento de clientes

Nuestros clientes seran
todos los agricultores que
se dediquen a las
plantaciones de arandano
y cerezos en Chile, que
tengan problemas con
botrytis (arandano) o
cancer bacterial (cerezo).
Sin importar tamafio del
huerto. Principalmente de
la Region del Maule.

Distribuidoras:

e Coagra

e Copeval

e Martinez y
Valdivieso

e Tattersal




Para complementar el Modelo Canvas, se agregaron los apartados de “fuente de ingreso” y “estructura
de costo”. Para finalizar el informe comercial se presenta un Flujo de Caja para validar econ6micamente
la propuesta.

Estructura de Costos:
Nuestra estructura de costos se divide en costos fijos, costos variables e inversion inicial.
Costos Fijos:

Sueldo Vendedor
Sueldo Magquilador 1
Sueldo Maquilador 2
Contador

Marketing

Gastos Comunes

o gk wnE

Lo que da una suma de $2.450.000 al 1ler afio de ejecucion de la empresa.
Costos Variables:

1. Materia Prima (Melaza, Lactosuero, K2ZHPO4, NH4 SO4, MgS04 7H2, CaCl2 2H20, MnSO4
H20, FeS04 7H20, Agua, etc.)

2. Insumos (Etiqueta y Envase)

3. Flete

Los costos variables dependen directamente de la produccién y venta de los productos. El costo de
fabricacion de la vacuna ELICIBOT es de $5.693 y de ELICIBAC es de $1.106.

Inversion

Biorreactor de 1000L
Lisador Celular

Filtradora Centrifuga
Mezclador de suspensiones
Liofilizador

Envasadora al vacio

o gk wh e

Se considerara la inversion solamente del equipamiento necesario para hacer funcionar una planta, no
se considera la infraestructura debido a que se requiere un andlisis mas técnico respecto al valor y
caracteristicas especificas de la futura planta de procesado. El monto que ascienden los equipos es de
$51.641.265.

Flujo de Ingresos.

Los ingresos se dividen en los ingresos obtenidos por ELICIBAC Y ELICIBOT, siendo la proyeccion de
venta la siguiente.



PRODUCTOS Ano 1 Afo 2 Afo 3 Afio 4 Afo 5
ELICIBAC 881 2.202 2.202 2.642 2.642
ELICIBOT 735 1.837 1.837 2.205 2.205
Cuadro 6- Proyeccion de Venta: Unidades Vendidas

El primer afio del negocio, se logre abarcar el 1% del mercado para luego incrementarlo a 2,5%, y
conservar un 3% en forma permanente. Teniendo en consideracion que son 3 aplicaciones al afio para
ELICIBAC Y 4 aplicaciones para ELICIBOT por cada hectarea.

El precio de venta de ELICIBAC $13.000 y de ELICIBOT es de $15.000, por lo que en ingresos
generaria lo siguiente.

PRODUCTOS Afo 1 Ao 2 Ao 3 Ao 4 Ao 5
ELICIBAC $11.450.790| $28.626.975| $ 28.626.975| $ 34.352.370| $ 34.352.370

ELICIBOT $11.024.100| $27.560.250| $ 27.560.250| $ 33.072.300| $ 33.072.300
Cuadro 7.-Ingresos por venta

Si consideramos todos los ingresos a obtener por ambos productos, al cabo de 5 afios seria un total
de $269.698.680.

Todos estos ingresos y egresos seran explicados a continuacion en el flujo de caja.

Anexo 1lc.- FLUJO DE CAJA

Para lograr un correcto plan comercial de un negocio, es estrictamente necesario contar con un flujo
de caja que abarque todos los puntos comerciales tocados en los apartados anteriores. Para saber si
un negocio es rentable y sostenible en el tiempo se debe calcular la VAN y TIR de esta.

Hay que tener en consideracién ciertos aspectos antes de hacer un analisis del flujo, por ejemplo, el
precio de venta de los productos, la cantidad a vender, los costos asociados a cada uno, los sueldos
de los trabajadores, los reajustes correspondientes, la tasa de descuento a la hora de analizar, el afio
de recuperacion de la inversion, entre otros.

En nuestro flujo consideramos una entrada al mercado en el 1er afio del 1% de participacion del total
de hectareas a nivel nacional, para cada uno de los frutales, con 3 repeticiones por temporada para
ELICIBAC y 4 veces para ELICIBOT por hectarea. Al 2do afio consideramos una tasa de participaciéon
del 2,5% del total, esto explicado debido a la inyeccién de dinero al marketing de la empresa, con
fuertes campafas publicitarias, logrando posicionar el producto en el 2,5% a nivel nacional. Para los
posteriores afios se mantiene una participaciéon mas sostenida; 2,5%-3%.



La inversion contempla solo el costo en equipos y no en infraestructura, de un total de $51.641.265, el
cual es recuperado al 2do afio de entrar al mercado. ElI ROI (Retorno de la inversion) nos da al cabo
de 5 afios de ingresos, que por cada $1 peso en inversion se recupera $5.

Para lograr un correcto analisis del negocio, debemos observar un VAN positivo y la TIR de nuestro
proyecto.

La VAN del proyecto da la suma de $55.042.764, considerando una tasa de descuento del 14%. Por lo
gue nuestra empresa tiene un valor positivo y elevado, por lo que es un excelente proyecto de inversion.

Segun la TIR (32%) el proyecto es mucho mas rentable a que si invirtiéramos en un fondo de menor
riesgo, logrando devolver lo invertido y generar un adicional.

Cabe sefialar que los numeros proyectados en el flujo de caja, consideraron solamente la
implementacion de la maquinaria necesaria para llevar a cabo el proyecto, ya que no se puede
considerar infraestructura (galpones, maquinaria menor y otras) porque se asume gue una empresa
gue quiere desarrollar este producto ya la tiene. En otras palabras no seria tan buen negocio que se
cree una empresa desde cero solo para elaborar este producto.



FLUJO DE CAJA

Afio 0 Afo 1 Afio 2 Afo 3 Afo 4 Afo 5
Entrada $-51.641.265 | $-37.259.557 | $ 502.212| $ 39.194.456 | $ 86.230.944
Venta ELICIBAC $11.450.790 | $ 28.626.975 | $ 28.626.975| $ 34.352.370 | $ 34.352.370
INGRESOS | Venta ELICIBOT $11.024.100 | $ 27.560.250 | $ 27.560.250 | $ 33.072.300 | $ 33.072.300
TOTAL, INGRESOS $ -| $-29.166.375 | $ 18.927.668 | $ 56.689.437 | $106.619.126 | $153.655.614
Materia Prima $ 4.580.006 | $ 11.450.014 | $ 11.450.014 | $ 13.740.017 | $ 13.740.017
COSTOS |Insumos $ 578.446| $ 1.446.114| $ 1.446.114| $ 1.735.337| $ 1.735.337
VARIABLES | Flete $ 484731 $ 1211828 | $ 1.211.828| $ 1.454.193| $ 1.454.193
SUBTOTAL $ -| $ 5.643.182 | $ 14.107.956 | $ 14.107.956 | $ 16.929.547 | $ 16.929.547
Sueldo Vendedor $ 800.000| $ 824.000 | $ 848.720| $ 874.182| $ 900.407
Sueldo Maquilador 1 $ 600.000 | $ 618.000 | $ 636.540 | $ 655.636 | $ 675.305
Sueldo Maquilador 2 $ 600.000 | $ 618.000 | $ 636.540 | $ 655.636 | $ 675.305
€o512° [ contador $  50.000| $ 51.500| $ 53.045| $ 54.636| $ 56.275
Marketing $ 200.000| $ 2.000.000| $ 1.000.000 | $ 1.000.000| $ 1.000.000
Gastos Comunes $ 200.000| $ 206.000 | $ 212.180| $ 218.545| $ 225.102
SUBTOTAL $ -| $ 2.450.000 | $ 4.317.500 | $ 3.387.025| $ 3.458.636 | $ 3.532.395
INVERSION | Equipamiento $ 51.641.265
Total, Costos $ 51.641.265 | $ 8.093.182 | $ 18.425.456 | $ 17.494.981 | $ 20.388.183 | $ 20.461.942
MARGEN DE UTILIDAD | $-51.641.265 | $-37.259.557 | $ 502.212| $ 39.194.456 | $ 86.230.944 | $133.193.672
VALOR ACTUAL NETO (A) $55.042.764

TASA INTERNA DE RETORNO (A)

32%

INDICE DE VALOR ACTUAL NETO (A)

1,065867845

* El afio cero siempre correspondera al afio de inversion.
** Tasa de descuento de capital 14%. Crédito Largo plazo interés anual 6%
*** Se considera reajuste anual de precios del 3% (Afectando costos y sueldos, el precio de venta se mantendria)




ANEXO 12.- ACTIVIDADES DIVULGATIVAS.

Durante el desarrollo del proyecto se realizaron 4 actividades divulgativas, 2 de ellas
directamente a los asociados al proyecto, enfocado principalmente a presentar los avances,
y para programar las actividades venideras. También se realizaron 2 entrevistas en medios
de difusion local, en especifico en el Diario La Discusion de Chillan, publicado en diciembre
de 2017y, por ultimo, un reportaje del programa de television Recorriendo Nuble, difundido
el 13 de julio de 2019 en el Canal 21 de Chillan (anexo 11d).

Dentro de las actividades de difusién hay que mencionar la publicacién del Boletin generado
en el proyecto, en la plataforma del Centro virtual de apoyo al emprendimiento e innovacion
agroalimentaria y forestal para extensionistas de la Regién del Biobio y Nuble (CIRA Bio-
Bio) en www.cirabiobio.cl.



http://www.cirabiobio.cl/

Anexo 12a.- Actividad divulgativa asociados al proyecto (marzo de 2018)

En el mes de marzo de 2018, se realizd6 una actividad divulgativa con los asociados al
proyecto, en donde se presentaron los resultados obtenidos a la fecha, el grado de avance
y las futuras actividades a realizar.

Al encuentro asistieron Marcos Fierro, Guillermo Torres y Manuel Valderrama, por parte de
los asociados. La Ingeniero Agronomo Helena Yafez, como asesora del cultivo de los
asociados, Carlos Ruiz, jefe de area de INDAP, ademas de todo el equipo técnico y
administrativo del proyecto. Osvaldo Godoy, se excusé debido a actividades laborales de
su empresa, a quien posteriormente se le hizo saber los alcances de la reunion.

Imagen 26.- a) Julio Becerra exponiendo resultados obtenidos al mes de marzo de 2018,b)
asistentes a la actividad, de derecha a izquierda, Marcos Fierro, Manuel Valderrama,
Guillermo Torres, Elena Yanez, Franco Novoa.



Imagen 27. Presentacion de las actividades realizadas en invernadero.

Imagen 28. Presentacidn a los asociados al proyecto de las actividades realizadas en el
Laboratorio.



Anexo 12b.- Actividad divulgativa asociados al proyecto (Mayo de 2019).

El dia 31 de mayo de 2019, Agraria Sur Ltda como organismo ejecutor, en conjunto al
equipo técnico, organizd y realizé actividad divulgativa destinada a informar el estado de
avance del proyecto a la fecha. Se expuso en detalle el proceso de formulacion y
estabilizacion de las vacunas utilizadas, ademas de los resultados obtenidos durante la
temporada de evaluaciones 2018.

Lista de asistentes:

Asociados Sefiores, Marcos Fierro, Manuel Valderrama, Guillermo Torres y Rolando
Calvanese.

Asesora de Cerezos: Senorita Elena Yafiez Cofré
Ejecutiva del FIA y Sefiorita Loreto Burgos

Profesionales del equipo técnico: Franco Novoa, Juan Reyes, Jorge Leiva y Rolando
Calvanese

Representante empresa ejecutora del proyecto: Sr: Jaime Ramirez

=

Imagen 29.- Fotos varias relacionadas con la actividad divulgativa con la participacion de
los Asociados al proyecto.



Imagen 31. a) Revisiéon funcionamiento del laboratorio y explicacion teérica de la
elaboracion de la vacuna, b) imagen general de los asistentes a la reunion.



Anexo 12c.- Entrevista Diario La Discusién. (publicado el 9 de diciembre de 2017)

El ingeniero agronomo Franco Novoa, el bilogo Julio Becerra y el médico veterinario
Rolando Calvanese, estan desarrollando una innovadora vacuna organica que apunta a
hacer mas resistentes a las plantas de ardndanos y de cerezos a dos enfermedades que
generan un grave dafio econdémico para los huertos.

El proyecto obtuvo el cofinanciamiento de la Fundacion para la Innovacion Agraria (FIA) a
través del concurso "Proyectos de innovacion para la adaptacion al cambio climatico 2016".
Su ejecucion con un plazo de tres afios, comenzd en junio, con una inversion total de $201
millones, de los cuales FIA aporté el 70%.

Segun explicaron los investigadores, el objetivo es desarrollar dos productos
biotecnoldgicos comercializables para el control de botrytis en arandanos y cancer bacterial
en cerezos -dos de los cultivos con mayor expansion en Nuble-, el cual se materializara en
la obtencidn de dos vacunas a nivel de prototipo.

Becerra explicé que el cambio climético, con la modificacion en la frecuencia y magnitud de
algunas variables ambientales como temperatura y humedad, han presentado condiciones
que permiten un aumento en el desarrollo e infeccion de Pseudomona syringae (cancer
bacterial) en cerezos, mientras que en los huertos de arandanos el aumento de temperatura
y humedad en la etapa de floracién generan condiciones favorables para el desarrollo e
infeccion de Botrytis cinerea.

Novoa advirtié que lo anterior ha llevado a un aumento en el uso de pesticidas, provocando
un mayor dafio ambiental, con riesgo para la salud de los que aplican los productos y para
los consumidores en general, y a un aumento en los costos de produccion.



Becerra subrayo que "el nivel de infeccion que encontramos en distintos tipos de huertos
es grande. De hecho, la Botrytis es una de las principales enfermedades que afectan al
arandano en Chile, con pérdidas entre 30% y 40%, el que se controla relativamente bien,
pero con una gran bateria de productos fitosanitarios".

En tanto, el cancer bacterial es la principal enfermedad del cerezo, "y en Chile es
extremadamente virulenta, con pérdidas de hasta 60%, y podemos decir que no hay un
huerto en Chile que no lo tenga”, continué Novoa.

Pero lo mas importante, a juicio de Becerra, "es que a través de la aplicacion de pesticidas
y los cambios ambientales que tenemos, hoy se esta detectando que hay cepas que son
multiresistentes, tal como esta ocurriendo con los humanos".

La vacuna:

"Creemos que las plantas van a generar mecanismos especificos de defensa, por eso
hablamos de vacunas", subrayé Novoa, quien manifestdé que "no sé si vamos a lograr
reemplazar a los pesticidas quimicos, pero si va a haber una disminucion”.

El investigador plante6 que "buscamos aislar las proteinas especificas y las enzimas que
tienen tanto el hongo como la bacteria que estamos estudiando, y se lo vamos a agregar a
las plantas para que ellas tengan una respuesta especifica a esos dos microorganismos",
precisando que una alternativa de aplicacion podria ser a través del riego.

El agrénomo sostuvo que "esta es una herramienta que viene a ser un complemento mas
gue un manejo exclusivo, es como las vacunas en los humanos, que no aseguran que no
tendras la enfermedad, sino que la enfermedad va a ser mucho mas controlada. Y en
segundo lugar, al igual que los humanos, si no tienes un buen sistema preventivo, no te
alimentas bien, el efecto se ve disminuido".

"Nuestra expectativa es que esto sea una alternativa al manejo de estas enfermedades, y
no pensando en que esto va a matar a los bichos, porque no es asi, sino que lo que va a
hacer es que la planta va a ser menos atractiva para el microorganismo patégeno", afiadié
Novoa.

Segun Becerra, "esto plantea un cambio en cédmo se ha estado tratando la agricultura,
porque la agricultura es de combate, de matar, sin embargo, nosotros estamos intentando
establecer un punto de inflexién, un paradigma nuevo, que tiene que ver con hacerse amigo
de las plantas a través de sus ciclos naturales, lo que estd muy poco estudiado”.



Anexo 12d.- Entrevista programa Recorriendo Nuble. (publicado el 13 de julio de
2019).

El programa de Television Recorriendo Nuble, emitido los sabados a las 21 hr, por la sefial
de TV abierta Canal 21 de Chillan, realiz6 un reportaje del proyecto, enfocandose en el
impacto que podria generar en los productores agricolas de la zona.
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Imagen 32. a) Rolando Calvanese explicado los aspectos generales del Proyecto, b)
Franco Novoa detallando las labores realizadas en el laboratorio.
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1.-INTRODUCCION

Existe evidencia que el cambio climatico que
experimenta el planeta, afectara los cultivos y la
produccidén agricola, debido a modificaciones en
frecuencia y magnitud de algunas variables
ambientales como la temperatura (°t), humedad
relativa (HR) y regimenes de lluvias. En este
sentido, las explotaciones agricolas que presentan
mayor expansion en la region, como lo son cerezos
y arandanos, pueden verse afectados por mayor
actividad y predisposicion a algunas plagas vy
enfermedades. En cerezos, otofios mas
prolongados con regimenes de lluvias menos
estacionales, pueden generar un aumento en la
predisposiciéon a la enfermedad, ampliando las
condiciones dptimas para el desarrollo e infeccién
de la bacteria Pseudomonas syringae pv. syringae.
Estas condiciones ambientales afectan de la misma
forma a los huertos de arandanos, en los cuales el
incremento de °t media y HR durante la floracidn
aumenta las condiciones dptimas para el desarrollo
e infeccion del hongo Botrytis cinerea. En este
contexto, es posible considerar un incremento en
el uso de pesticidas para el control de estas
enfermedades, ejerciendo con ello mayor dafio
ambiental, asi como un aumento en el riesgo para
los trabajadores agricolas y consumidores. La
utilizacién de nuevas herramientas de control y
manejo, que se consideren ecoldgica, seguras e
inocuas para los consumidores, se hacen
necesarias para generar una agricultura
responsable y sostenible en el tiempo.

2.-LA PROPUESTA:

Agraria Sur Ltda, como entidad ejecutora
del proyecto “Evaluaciéon y produccién de
productos biotecnoldgicos para el control de
hongos y bacterias fitopatdgenas (botritis en
arandano y cancer bacterial en cerezo), orientado
a una agricultura sustentable en un escenario de
cambio climatico”, bajo financiamiento de

Fundacidn para la Innovacion Agraria (FIA),
se propone producir 2 productos biotecnoldgicos,
de ahora en adelante “vacunas”, inductores de los
mecanismos de defensa de la planta, basados en la
extraccion de material bioldgico de los hongos
Trametes versicolor y Grifola gargal unidos a
lisados bioldgicos de Botrytis cinerea para el
control de botritis en ardndanos y a lisados de
Pseudomonas syringae pv. syringae, para cancer
bacterial en cerezos.

3.-METODOLOGIA:

El trabajo inicial tiene relacién con la
recoleccion, aislamiento y reconocimiento del

hongo Botrytis cinerea y la bacteria Pseudomonas
syringae pv. syringae, desde huertos productivos
de la regién de Nuble. El material obtenido fue
almacenado en un cepario base para la preparacién
biolégica de las vacunas a evaluar. Las
formulaciones obtenidas se evaluaron durante 2
temporadas agricolas (2018/19 y 2019/20) en
campos comerciales como en invernadero bajo
condiciones controladas (imagen 1).

Para las evaluaciones en cancer bacterial
en cerezo, las pruebas en terreno se llevaron a cabo
en productores de la comuna de Quillén, en la
variedad Lapins sobre patrén Colt, de 2 afios de
edad. Para botritis en arandanos los ensayos se
llevaron a cabo en la localidad de Dadinco, Comuna
de San Nicolas, predio perteneciente a la agricola 'y
exportadora Carsol Fruit S.A. Por la predisposicidn
a la enfermedad, todos los ensayos en arandanos
se llevaron a cabo en la cv. Star.

Bajo condiciones controladas en
invernadero, ambos cultivos se realizaron en la
comuna de Chillan. Adiferencia de las evaluaciones
de campo, en cerezos invernadero, la cv. utilizada
fue Skeena® sobre patron GiSelA®12. En
invernadero los cultivos se desarrollaron bajo
manejo hidropdnico en macetas de plastico, en
sustrato de fibra de coco, con fertirrigacién

permanente.

Imagen 1. a) Cerezos en Invernadero. b) Aplicacién

en cerezos en campo. c) Aplicacién en arandanos en
campo. d) Aplicacidn ardndanos en invernadero.

3a) Tratamientos:
6 tratamientos con 5 repeticiones, en donde:

TO=testigo absoluto, T1=vacuna Foliar T2=Vacuna
suelo y foliar, T3= vacuna suelo, T4=Tratamiento
guimico T5= Sin Vacuna con Infeccidn directa.

Para T4 en arandanos, como control quimico de
botritis se utilizé el i.a Piraclostrobina producto
comercial Comet® (1 cc/L), para cerezos (cancer
Bacterial) corresponde a i.a sulfato de cobre
pentahidratado, producto comercial Agrocopper®
SP (1 gr/L).
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Las aplicaciones para el control de botritis
en arandanos se realizaron a inicio de flor (menor
10%), repitiendo a los 12 a 15 dias. 7 dias
posteriores a la primera aplicacion de los
tratamientos, en T1 a T5, fueron asperjados con
una suspensiéon de conidias del hongo Botrytis
cinerea a una concentraciéon estimada de 10°°
conidiosporas por mL.

En cerezos, para el control de cancer
bacterial, las aplicaciones correspondientes a los
tratamientos, se realizaron en 2 etapas fenoldgicas
durante la temporada, siendo la primera en
primavera sobre hojas nuevas expandidas vy
maduras de la temporada, repitiendo con hoja
activa previo a caida de hojas en otoflo. En la
primera temporada (2018), 7 dias posteriores al
inicio de las aplicaciones de primavera, se
inocularon los tratamientos 1a 5 mediante 6 cortes
trasversales al eje por planta, con una suspension
de 10° UFC/ mL de la bacteria Pseudomonas
syringae pv. syringae (imagen2). Para el caso de TO,
el corte fue cubierto por agua estéril.

Imagen 2. a y b) inoculacién de 10° UFC/mL de
Pseudomonas syringae pv. Syringae.

3b) Evaluaciones:

Cerezos: indice de severidad o dafio, vy
caracterizacion de cancros activos por tratamiento
a otofio de 2020.

Arandanos: Determinacion de botritis en flores y
frutos. En flores se realizé incubacidn de 15 flores
por tratamiento y repeticion, por 10 dias a 22 a
24°C, bajo la metodologia de cdmara humeda. La
evaluaciéon fue visual, considerando como flores
afectadas aquellas con claros sintomas del hongo
(imagen 3d).

En madurez de cosecha se incubaron 15
frutos por 10 dias a 22 a 24 °C, entre 72 a 75% de
HR, considerandose frutos afectadas por Botrytis
cinerea aquellos que presentaron desarrollo
micelial compatible con el hongo.

En ambos casos, tanto para cerezos como
arandanos, 7 dias posterior a la aplicacion de los
tratamientos, se evaluaron enzimas relacionadas
con la induccién de metabolitos secundarios, en

especifico, fenilalanina amonio liasa (PAL),
ascorbato peroxidasa (APX), catalasas (CAT),
ademas de polifenoles totales (PT).

4.-RESULTADOS:

4a) Incidencia Botrytis cinerea en flores:

La primera temporada de validacion de las
vacunas (2018) en arandanos se pudo evaluar
principalmente la respuesta en ardndanos de
campo, debido a que los arandanos en
invernadero, de material in vitro de 1 afio de edad
generd una escasa floracion.

Imagen 3.- a) Coleccion de flores en campo. b)
Disposicion de las flores en la placa de Petri. C)
Placas en el horno a temperatura controlada para el
desarrollo de la enfermedad. d) Flor afectada por el
hongo Botrytis cinerea.

Los tratamientos con “vacuna” (T1, T2, T3)
presentaron  estadisticamente una  menor
incidencia de flores afectadas por B.cinerea, que
los tratamientos sin algun tipo de control, siendo a
su vez similar al tratamiento quimico (T4).

La temporada agricola 2019/20 generd una
respuesta menos clara entre los tratamientos. Sin
embargo, existe una tendencia en aquellos con
“vacuna” presenten menor infeccién de las flores
por B.cinerea. En este sentido, en invernadero, T2
presentd la menor presencia de flores afectadas
por botritis, siendo estadisticamente mejor que el
tratamiento quimico (T4). En las evaluaciones de
campo no se generaron diferencias estadisticas
significativas entre los tratamientos (grafico 1).
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Grafico 1.- Incidencia en flores de arandano cv. Star
con sintomatologia de Botrytis cinerea, después de
10 dias de incubacién en cdmara himeda. a)
Campo 2018. b) Invernadero y campo 2019. TO
testigo Absoluto, T1 vacuna foliar, T2 vacuna foliar
y suelo, T3 vacuna suelo, T4 Comet®, T5 infeccidn
Sin Vacuna. Letras diferentes en las columnas de un
diferencia

" infn

mismo color hace referencia a
estadistica significativa, Tukey P<0,05.

4b) Incidencia Botrytis cinerea en frutos:

Como se mencioné anteriormente, por la
escasa floracion en los arandanos bajo invernadero
en 2018, no permitio llevar a cabo las evaluaciones
en frutos. En campo en la primera temporada de
evaluacién, no se encontraron diferencias
estadisticas significativas entre los tratamientos
(grafico 3a). Sin embargo, se observa una tendencia
en que los tratamientos que tuvieron algun tipo de
control foliar (T1, T2 y T4) presentaron menor
numero de frutos con B.cinerea. Si bien en TO se
obtuvo la menor cantidad de frutos afectados por
el hongo, éste no fue asperjado con la solucion de

conidias activas de botritis.

Imagen 4.- a) Cosecha y almacenamiento de frutos
de ardndano en campo. b) Proceso de desinfeccion
del fruto arandano antes de incubar en placa de
Petri. c) frutos en placa de Petri con desarrollo de la
infeccion de B. cinerea. d) Detalle de fruto afectado

por el hongo Botrytis cinerea.

la temporada 2018, no se encontraron
diferencias estadisticas significativas entre los
tratamientos, aunque T1 presentd el menor nivel
de infeccion.

drench al suelo (T3), presenté mayor actividad de
frutos con B. cinerea, siendo éste tratamiento
estadisticamente superior a T5 que corresponde al
tratamiento con aspersién de conidias del hongo
B.cinerea. En las evaluaciones en campo no se
generaron diferencias entre los tratamientos, en
donde ademads se obtuvo una baja presencia de
frutos afectados independiente del tratamiento.
Debido a la situacion descrita se procedié a repetir
la evaluacion, obteniéndose similares resultados.
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Grafico 2.- Incidencia de B. cinerea en frutos de
arandano cv. Star) a) Campo 2018. b) Campo e
invernadero 2019. TO testigo absoluto, T1 vacuna
foliar, T2 vacuna foliar y suelo, T3 vacuna suelo, T4
Comet®, T5 infeccidn sin vacuna. Letras diferentes
en las columnas de un mismo color hace referencia
a diferencia estadistica significativa, Tukey P<0,05.

4c) Cancros en cerezos:

En los cuadros 1a y 1b, se presenta el
resumen de las evaluaciones de cancros en
invernadero y campo respectivamente. Para
calificar el dafio causado por la P. syringae pv.
syringae, arbitrariamente se valoro la severidad (S)
del dafio en una escala de 0 a 3, siendo 0 planta
sana, 1 dafio leve, 2 daifo moderado, y 3 dafio
severo. Para cuantificar el dafio causado por la
enfermedad y comparar entre los tratamientos se
obtuvo un indice de dafio (ID), adaptando la
férmula propuesta por Moragrega et al., 2003 para
evaluar P. syringae pv. syringae en peras.
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ID= |eve + (moderado x 2) + (severo x 3)

Nt x Smax

Donde, Nt= numero de inoculaciones por replica,
Smax= Severidad maxima considerada, que en este
caso seria 3.

En ambos casos, como se podia prever, el
tratamiento no inoculado (TO) presentd un ID
menor, atribuyéndose los casos positivos a
infecciones posteriores a las inoculaciones de los
demds tratamientos. En relacién a los tratamientos
inoculados (T1 a T5), si bien no se generd
diferencias estadisticas significativas entre ellos,
los tratamientos con vacunas presentaron indices
ID menores a T4 y T5 en ambas condiciones de
evaluacion.

'§

Imagen 5.- Categorizacion de la severidad del dafio
causado por P. syringae pv.syringae, 0 Sano, 1 Leve
(pardo), 2 moderado (cancro incipiente) y 3 severo
(cancro expandido).

Los indices de dafio fueron mayores en campo que
invernadero, debido principalmente a la mayor
presencia de cancros categorizados como severos
(grafico 4) en campo. Del mismo modo, paraambas
condiciones, T4 presentd los mayores ID, lo cual
podria atribuirse a una pérdida o diminucion de la
microbiota protectora por el cobre asperjado (i.a
sulfato de cobre pentahidratado) previo a la
inoculacion de la bacteria P. syringae pv. Syringae.

Exceptuando el testigo absoluto (T0), los
tratamientos con vacuna (T1 a T3) presentaron una
menor distribucién de los cancros considerados
severos, tanto en campo como en invernadero. En
el mismo sentido, en invernadero la severidad que
mayormente se produjo fue moderado, y en campo
subié a severo.
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Grafico 3.- Distribucidn de la severidad (%) de los cancros
generados por P. syringae pv. syringae en cerezos a)
Invernadero. b) Campo. TO testigo absoluto, T1 vacuna
foliar, T2 vacuna foliar y suelo, T3 vacuna suelo, T4
Agrocopper® SP, T5 infeccidn sin vacuna. Letras diferentes
en las columnas de un mismo color hace referencia a
diferencia estadistica significativa entre los tratamientos,

a
Categoria de Severidad
Tratamiento  Sana (0) Leve (1)  Moderado (2) Severo (3) ID
T0 38a 12 02b 08b 022b
T1 00b 0,2 28a 30a 082a
T2 00b 0,8 1,6 ab 36a 082a
T3 00b 04 1,6ab 10b 0,86a
T4 00b 00 1,0ab 50a 09a
T5 0,0b 04 1,0ab 46a 090a
b
Categoria de Severidad
Tratamiento Sana (0) Leve (1) Moderado (2) Severo (3) ID
T0 56a 04 00b 0,0 0,02b
Tl 00b 1,8 32a 1,0 0,62a
T2 04b 14 32a 1,0 0,60a
T3 0,0b 32 1,8ab 14 0,54 2a
T4 00b 1,4 1,8 ab 2,8 0,742
T5 0,0b 22 1,8ab 2,0 0,65a
Cuadro 1.- Severidad categorizada del dafio

generado por P. syringae pv. syringae en cerezos a)
tratamientos en campo en cv. Lapins b) tratamientos
en Invernadero en cv. Skeena. TO testigo absoluto,
T1 vacuna foliar, T2 vacuna foliar y suelo, T3 vacuna
suelo, T4 Agrocopper® SP, T5 infeccion sin vacuna.
Letras diferentes en la misma columna hace
referencia a diferencia estadistica significativa entre
los tratamientos, Tukey P<0,05.

Tukey P<0,05. n=30

4d) Actividad enzimdtica y polifenoles totales.

Después 7 dias de cada aplicacion de los
tratamientos, tanto en cerezos como en
arandanos, se colectaron hojas para monitorear
polifenoles totales y la actividad de enzimas
relacionadas con la generacién de metabolitos
secundarios que incrementaran la tolerancia a los
patégenos en estudio. De acuerdo a los resultados
obtenidos, no fue posible concluir que alguno de
los tratamientos influyera sobre las actividades
enzimaticas evaluadas. Las condiciones
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ambientales durante el periodo de muestreo
parecen tener mayor influencia que las
formulaciones evaluadas. Debido a lo anterior, la
temporada agricola 2019/20 en cerezos, se
incrementaron las evaluaciones para establecer un
monitoreo, mds que un punto de evaluacién. De
esta manera, se considerd 7 y 14 dias posterior a la
aplicacion de los tratamientos, sin embargo, no se
obtuvieron resultados concluyentes como los
como los publicados por Salamah et al., 2001,
guienes encontraron un incremento de la actividad
de la PAL en células de tabaco BY-2 in vitro,
después de 6 horas de aplicado un extracto
proteico denominados Harpin, extraido de la
bacteria Pseudomonas syringae pv. glicinea. Por su
parte, Zhang et al.,, 2010, determinaron in
incremento de un 46,84% en la actividad de la
enzima fenilalanina amonio liasa, de un 109,5% en
la actividad de peroxidasas y un 111% de
incremento en la actividad de la enzima polifenol
oxidasa, después de asperjar en plantas de tomates
un extracto proteico extraido del hongo Botrytis
cinerea.

5.- CONCLUSIONES:

Después de 2 temporadas de evaluaciones, bajo las
condiciones que se llevaron a cabo las pruebas de
campo e invernadero, dentro de las principales
conclusiones resalta la respuesta positiva de los
formulados “vacunas” en variables utilizadas como
respuestas de control de los patdgenos y sus
enfermedades consideradas en este estudio. En
este sentido, existen tendencias en que las
formulaciones evaluadas disminuyen la incidencia
de Botrytis cinerea en flores, y la severidad de
cancros generados por la bacteria Pseudomonas
syringae pv. syringae en cerezos. Con los resultados
obtenidos, ademas de la amplia informacién
técnica recopilada, permiten proyectar en el corto
plazo nuevos trabajos de evaluacién y validaciéon de
estas u otras formulaciones similares, que
permitan obtener resultados consistentes y
repetitivos en tiempo.
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