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PLAN OPERATIVO

Proyecto “Desarrollo de un formulado de microorganismos extremoéfilos para el control de
enfermedades de poscosecha de fruta de exportacién”

Objetivos
Objetivos de la propuesta
Objetivo general
Desarrollar un formulado en base a microorganismos extremofilos, para el control de enfermedades
fungosas de postcosecha, de fruta de exportacion.
N° Objetivos especificos (priorizar no mas de 5 objetivos)
1 Recoleccidn y reproduccion de cepas de extremofilos de bajas temperaturas (ETB) y.agentes
causales de pudriciones de poscosecha (AF/PP) en fruta de exportacién.
2 Evaluar la capacidad controladora in vitro, in vivo y en condiciones de almacenaje de cepas
ETB, para el control de agentes causales de enfermedades de pos cosecha
3 Desarrollar un sistema de produccién masivo y de formulacion de las cepas ETB con
potencial comercial.
4 Iniciar proceso de obtencién de registro SAG.
5 Difundir ampliamente los resultados alcanzados del proyecto entre grupos de agricultores,
exportadoras, etc. con potencialidad de adoptar esta tecnologia.
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Actividades

Ob;. Actividad Detalle Resultado Indicador Inicio Final
1 Etapa
Prospeccion
1.1 Aislacion de cepas de ETB clase 1 Coleccion cepas de ETB clase 1 Numero de muestras (200) Dic/07 | Mar/08
1.2 Aislacién de cepas de ETB clase 2 Coleccidén cepas de ETB clase 2 Numero de muestras (200) Abr/08 Jun/08
1.3 Aislacion de patdgenos de poscosecha Coleccion patogenos de post Numero de muestras (150) Dic/07 Sep/08
(AF/PP). cosecha (AF)
1.4 Reproduccion in vitro de ETB Metodologia de cultivo en Numero de Cepas Dic/07 | Dic/08
condiciones de laboratorio (250)
1.5 Reproduccioén in vitro de patégenos de Metodologia de cultivo en Numero de Cepas Dic/07 Dic/08
poscosecha. condiciones de laboratorio (50)
1.6 Identificacién de patdgenos( especie) y de | Listado de coleccién Porcentaje de identificacion (50% para Sep/08 Dic/08
ETB ( familia o género) ETB, 100% para patogenos)
2 Etapa
Evaluacion
2.1 Evaluacién in vitro May/08 | Oct/08
2.1.1 Ensayo I.- Actividad Inhibitoria. Cepas con actividad inhibitoria Numero de cepas (50) May/08 | Jul/08
2.1.2 Ensayo II.- MIC. Concentracién minima | Cepas seleccionadas por Numero de cepas (20) Jul/08 Ago/08
inhibitoria. concentraciéon minima
213 Ensayo III.- Determinacién del efecto de | Mezcla de cepas seleccionadas Numero de mezclas (10) Ago/08 | Oct/08
combinaciones entre cepas.
Evaluacién in vivo Nov/08 | May/09




2.2.1 Ensayo IV.- Mezclas pre-post Mezclas de cepas seleccionadas Numero de mezclas (5) Nov/08 | Feb/09
inoculacién. in vivo
222 Ensayo V.- Mezclas huerto-packing Mezclas de cepas seleccionadas, Numero de mezclas (3) Feb/09 | May/09
en condiciones controladas
2.3 Evaluacion en condiciones comerciales May/09 | Sep/11
2.3.1 Ensayo VI.- Evaluacién en camara Mezcla de cepas, momento de Mezcla de cepas (1) May/09 | Sep/11
refrigerada. aplicacion y dosis de ETB Plan de manejo
2.3.2 Ensayo VII.- Validacién en condiciones | Evaluacién de la disminucién en | Porcentaje control (30-50%) Ene/11 Sep/11
comerciales perdidas causadas por
enfermedades de poscosecha
Etapa
Formulacion
3.1 Determinacioén de condiciones de May/09 | May/10
crecimiento
3.1.1 Ensayo VIIL.- Medio de cultivo. Determinacion de medio de Unidades de produccion (25) May/09 | Ago/09
cultivo 6ptimo
3.12 Ensayo IX.- Temperatura Determinacion de temperatura Unidades de produccion (50) Sep/09 Oct/09
Optima
3.1.3 Ensayo X.- pH Determinacion de pH dptimo Unidades de produccién (75) Nov/09 | Dic/09
3.14 Ensayo XI.- Oxigenacion. Determinacion de oxigenacion Unidades de produccion (100) Ene/10 | Feb/10
oOptima
3,15 Ensayo XII.- Integracion parametros de Protocolo de produccién en Unidades de produccion (150) Mar/10 | May/10
crecimiento biodigestor
3.2 Extraccion de ETB May/10 | Sep/10
3.2.1 Ensayo XIII.- Seleccion estructura y Determinacion de unidad Estructura (conidia, micelio, célula o May/10 Jul/10
estado de inoculo. formadora de colonia (UFC) espora)
necesarias para el formulado.
3:2:2 Ensayo XIV.- Método de extraccion. Procedimiento de extraccién de Porcentaje (50%) Jul/10 Sep/10
UEC
3.3 Formulacion: Sep/10 | Ene/ll
3.3,1 Ensayo XV.- Tipo de formulado Determinacion de formulado Liquido, polvo mojable o gel etc. Sep/10 | Nov/10
332 Ensayo XVI.- Seleccion acarreador Determinacion de agente Formulado Dic/10 | Ene/ll
acarreador
3.4 Almacenaje Oct/10 | Oct/11
3.4.1 Ensayo XVII.- Envase Determinacién de envase. Envase. Oct/10 Dic/10
342 Condicione y tiempo de almacenaje Determinacion de condiciones y Tiempo de almacenaje. Ene/11 Oct/11
G (;\ tiempo de almacenaje
«

volQiyne
VI40osy




Etapa Registro

SAG
4.1 Ensayos de toxicidad y caracteristicas Jul/10 Nov/10
fisicoquimicas
4.1.1 Ensayo toxicidad aguda oral, dérmica e Determinacion de niveles de Certificado de toxicidad Jul/10 Nov/10
inhalatoria toxicidad aguda
4.1.2 Determinaciones fisico quimicas Determinacion de caracteristicas | Certificado de caracteristicas fisico- Ene/11 | Mar/11
fisico quimicas quimicas.
4.2 Elaboracién de ficha técnica, hoja de Hoja de seguridad Dossier solicitud registro SAG Dic/10 | Mar/11
seguridad y etiqueta. Ficha técnica
Etiqueta
4.3 Preparacion de dossier de solicitud. Dossier de solicitud de registro Ingreso de solicitud a SAG Ene/11 Jul/11
SAG
Difusion
5.1 Elaboracién de pagina web del proyecto. | P4gina web Pagina web en linea Dic/08 Ene/09
5.2 Charlas, dias de campo, participacién en Numero de actividades Feb/09 Oct/11
seminarios y reuniones con asesores y 4
equipos técnicos de empresas. Charlas y dias de campo
Participacién en seminarios de 3
difusién
Reunién con asesores y equipos
técnicos. 5
5.3 Participacion en congresos cientificos. Difusion en congresos cientificos | Resumen presentaciones. Nov/09 | Oct/11
5.4 Elaboracion de boletin divulgativo de los | Boletin divulgativo Unidades impresas 200 Jun/11 Oct/11

resultados del proyecto.




Metodologia y procedimientos (maximo 3 paginas)

1. Recoleccion y reproduccion de cepas de extremofilos de bajas temperaturas (ETB).

1.1- Recoleccion de cepas nativas de extremoéfilos de bajas temperaturas (ETB),

Los lugares de recoleccidn, comprenderan camaras de frio, lineas de packing y frigorificos en general, asi
como ambientes naturales, los que se dividiran en 2 clases, las que son de frio permanente (media anual de
temperatura menor a 8° C) y las de frio temporal (media invernal de temperatura menor a 8° C). Esto
permitira obtener ETB, que son capaces de desarrollar todo su ciclo a temperaturas menores a 8° C y
organismos que podran soportar temperaturas superiores. La recoleccién de la clase 1 se realizara en los
meses de verano, con el fin de asegurar la existencia de las condiciones de frio durante todo el afio, esto
implicard la bisqueda en glaciales, nieves eternas, campos de hielo y turberas. La recoleccion de la clase 2,
se realizard en los meses de invierno, en sectores que no presenten bajas temperaturas en los meses de
verano.

La recoleccién consistird en muestras de suelo, hielo, nieve y tejido vegetal, desde varias alturas y
profundidades, estas muestras seran almacenadas en frio normal (cooler) y frio profundo (nitrégeno liquido).
Los aislamientos, se realizaran en medios simples, para hongos y agar papa dextrosa para hongos, levaduras
y agar nutriente para bacterias, de manera de evitar la necesidad de sistemas de produccién y manipulacion
complejos. El cultivo de los microorganismos se realizard a temperatura ambiente (25° C) y a bajas
temperaturas (8,4 y 0° C)

2.- Evaluacion de la capacidad controladora in vitro, in vivo y en condiciones de almacenaje de cepas
ETB, para el control de AF/PP.

2.1 Evaluacion de la capacidad inhibitoria in vitro de cepas nativas de ETB para aislados de AF/PP
Ensayo I. Actividad Inhibitoria.
Segtin el tipo de organismos ETB se utilizaran las siguientes metodologias:

Hongos: De cultivos puros en placas Petri se tomara un sacabocado tanto del patégeno como del
ETB y se pondran en cultivo dual. Luego de 72 horas de incubacion, se evaluara el nivel de control, el que
resulta de la diferencia en porcentaje, entre el crecimiento del patdogeno en forma aislada (placas control) y
en cultivo dual. Esto se realizara en PDA y a las temperaturas de 8, 4 y 0° C. Se usaran 5 repeticiones.

Bacterias o levaduras: De cultivos liquidos puros se extraeran alicuotas, las que seran

colocadas en agujeros realizados en el medio de cultivo en placas Petri, previamente inoculadas con conidias
de los patogenos. Luego de 72 horas de incubacidn, se evaluara el nivel de control, el que resulta de la
diferencia en porcentaje, entre el crecimiento del patéogeno en forma aislada (placas control) y en cultivo
dual y ensayos de halo de inhibicién. Esto se realizara en PDA a las temperaturas 8, 4 y 0° C.
Una vez obtenidos los resultados, se seleccionaran 10 cepas por patdgeno, las que seran utilizadas en el
siguiente ensayo.

Ensayo II. MIC. Minima concentracion inhibitoria.
Segun el tipo de organismos ETB se utilizaran las siguientes metodologias:

Hongos: De cultivos puros en placas Petri se tomara un sacabocado tanto del patégeno a evaluar,
de un cultivo puro de ETB, se homogenizara en agua destilada estéril y se someterd a diluciones seriadas,
definiéndose 5 concentraciones, siendo la mayor la alcanzada por la homogenizacién de una placa Petri en
100 1 de agua y luego diluyendo en factores de 10, hasta 5 veces. Asi en placas Petri con presencia de discos
de micelio del patogeno, se colocaran 10 ul de cada una de las concentraciones (una por placa). Luego de 72
horas de incubacidn, se evaluara el nivel de control, el que resulta de la diferencia en porcentaje, entre el
| crecimiento del patégeno en forma aislada (placas control) y en presencia del ETB. Esto se realizara en PDA
y a las temperaturas de 8, 4 y 0° C. Se usaran 5 repeticiones.

Bacterias o levaduras: De cultivos liquidos puros de ETB, se realizaran diluciones seriadas
siendo la mayor, la obtenida del cultivo liquido y las 4 siguientes diluciones en factor de 10, luego.. e10 ul

el nivel de control, el que resulta de la diferencia en porcentaje, entre el crecimiento
| aislada (placas control) y en cultivo dual y ensayos de halo de inhibicién. Esto se
| temperaturas 8, 4 y 0° C.




Una vez obtenidos los resultados, se seleccionaran las mejores 3 cepas por patdgeno, las que- seran
utilizadas en el siguiente ensayo.

Ensayo III. Determinacion del efecto de combinaciones entre cepas.

Para este ensayo se utilizara la metodologia del ensayo II, pero manteniendo la concentracion fija, en el
optimo, y variando las distintas combinaciones de cepas, las que serian todas las combinaciones posibles
para cada patdgeno y entre patdogenos. Una vez obtenidos los resultados, se seleccionaran las 3 mejores
mezclas de cepas por patdgeno, para ser utilizadas en la siguiente etapa.

2.2 Evaluacion de la capacidad inhibitoria in vivo de cepas nativas de ETB para aislados de AF/PP

En este ensayo se evaluara el posible biocontrol preventivo o curativo de las mezclas de cepas nativas de
ETB de mayor efecto in vitro para cada una de las enfermedades propuestas.

De esta forma, se evaluaran los siguientes sistemas patdgeno/fruto, que incluyan a los AF/PP y las frutas
manzana kiwi, arandano, nectarin, uva y limones.

Ensayo IV. Mezclas pre-post inoculacion.
Utilizando las mejores mezclas de ETB, seleccionadas de la fase anterior, se evaluara su efecto sobre la
incidencia y severidad de las enfermedades de post cosecha y frutas ya mencionadas. Para lo cual se
tomaran frutas previamente esterilizadas por medios quimicos y UV, las que seran asperjadas con una
suspensiéon de ETB, en tres concentraciones, las que habran sido determinadas por los ensayos de la fase
anterior. Esto se realizara en forma previa y posterior a la inoculacién con los patdgenos. Ademads se
estableceran tratamientos control con fruta si inoculacién de patdgenos, con solo ETB y control positivo con
inoculacién y control quimico, consistente en los tratamientos estandar realizados para ese tipo de fruta.
Luego de aplicados los tratamientos, la fruta sera almacenada a las temperaturas recomendadas, realizandose
evaluaciones de incidencia y severidad cada 15 dias, por el periodo maximo de almacenamiento de es tipo
de fruta. Posterior a este tiempo, se dejara la fruta a temperatura ambiental por 5 dias, para la realizacién de
la evaluacion final de incidencia y severidad, ademas de evaluaciones de calidades fisicas y organolépticas,
asi como determinar la presencia de las cepas de ETB en la fruta.
Una vez obtenidos los resultados, se seleccionaran la mejor mezcla de cepas por patdgeno, para ser
utilizadas en la siguiente etapa.
Ademas esta mezcla asi como los ETB individuales y la fruta tratada, seran sometidos a un anélisis de
toxicidad aguda, de ingestién, en ratones, dermal e irritaciéon cutdnea en fibroblastos humanos, para
descartar efectos nocivos en mamiferos, servicio que serd subcontratado a un laboratorio especializado en el
tema.

Ensayo V. Mezclas huerto-packing

Utilizando las mejores mezclas de ETB, seleccionada de la fase anterior, se evaluard su efecto sobre la
incidencia y severidad de las enfermedades de post cosecha y frutas ya mencionadas. Para lo cual se
realizardn aspersiones con una suspension de ETB, en tres concentraciones en pre-cosecha (huerto), lavado,
hidrocooling y embalaje. Ademas se estableceran tratamientos control sin aplicaciones, con solo ETB y
control quimico, consistente en los tratamientos estdndar realizados para ese tipo de fruta y un tratamiento
mixto, consistente en la suma del manejo quimico y el basado en ETB. Luego de aplicados los tratamientos,
la fruta serd almacenada a las temperaturas recomendadas, realizandose evaluaciones de incidencia y
severidad cada 15 dias, por el periodo maximo de almacenamiento de este tipo de fruta. Posterior a este
tiempo, se dejard la fruta a temperatura ambiental por 5 dias, para la realizaciéon de la evaluacién final de
incidencia y severidad, ademas de evaluaciones de calidades fisicas y organolépticas, asi como determinar ta-~-.
presencia de las cepas de ETB en la fruta. /6%\6\’\ Qo™
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aislados de AF/PP.

Ensayo VI. Ensayos en camara

Se evaluaran los 3 mejores tratamientos en base a ETB, versus el manejo tradicional. Para lo cual se
realizaran las aplicaciones, segun los resultados obtenidos en las etapas anteriores, luego de lo cual la fruta
sera sometida a todos lo procesos de parking y almacenaje, evaluandose una vez cumplido el 75%, 100%,
125% y 150% del tiempo de almacenaje normal para cada tipo de fruta en evaluacion. Luego se dejara bajo
un periodo de tiempo y en condiciones equivalente a las de supermercado. Evaluandose incidencia,
severidad y caracteristicas organolépticas de la fruta.

Ensayo VIL. Validacién en condiciones comerciales

Los tratamientos en este ensayo consistirdn en el manejo tradicional de la fruta a evaluar y el mejor manejo
en base a ETB. Para lo cual se realizaran las aplicaciones, segin los resultados obtenidos en las etapas
anteriores, luego de lo cual la fruta seré sometida a todos los procesos propios de almacenaje, exportacion y
puesta a exposicion en destino. Las evaluaciones consistiran en determinar la incidencia, severidad y calidad
de la fruta en puerto de destino y lugar de venta a consumidor final. La fruta llegada a destino sera
congelada y reenviada a Chile, para determinar la presencia o ausencia de ETB en los tratamientos
correspondientes.

3. Desarrollo un sistema de producciéon masivo y de formulacién de las cepas MBT con potencial
comercial.

El desarrollo del sistema de producciéon comprende:

- Determinacién de condiciones de crecimiento medio de cultivo, temperatura, pH, oxigenacion y tiempo.

- Integracion de parametros de crecimiento para produccién masiva en biodigestor o sistemas semi
industriales.

-. Extraccién de ETB para su formulacion.

-. Formulacion: liquida, sélida o gel.

-. Almacenaje: temperatura, envases y tiempo.

Después de cada fase de desarrollo del sistema de produccién, se realizaran ensayos in vivo, con la
metodologia ya descrita, para evaluar fluctuaciones en el nivel de control de los patogenos, respecto a las
formulaciones utilizadas en las fases anteriores. Ademas se tomaran muestras periodicas, para determinar
riesgos de contaminacién en cada una de las fases (produccion, extraccion, formulacion y almacenaje).

4.- Presentacion de documentos para obtencion de registro SAG.

Una vez establecido el sistema de produccién y formulacion, se realizaran las evaluaciones de propiedades
fisico-quimicas, toxicidad (Aguda por ingestion, dermal e irritacién ocular) y ecotoxicidad (efecto sobre
organismos benéficos) del formulado final.

Ademas en base a los resultados de las fases anteriores, se elaborara una hoja de seguridad, ficha técnica,
etiqueta y toda la documentacién necesaria para la presentacion de la solicitud de registro SAG:

Todos los datos obtenidos, seran sometidos a los procedimientos estadisticos necesarios, que permitan la
adecuada interpretacion de los resultados de cada una de las fases del proyecto y que sean lo suficientemente
rigurosos, para ser aceptados en congresos y publicaciones cientificas.

7.- Asociados
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Costos .

STO TOTAL DEL ESTUD
co LD ' $ 151.751.489
FINANCIAMIENTO SOLICITADO A
FIA : 3 99.999.489
APORTE DE CONTRAPARTE
- $ 51.752.000
8.1.- Resumen Estructura de Financiamiento
Aporte
Item Aporte FIA Contraparte Total
1. Recursos Humanos 72.096.000 39.552.000 111.648.000
2. Equipamiento
3.034.833 - 3.034.833
3. Infraestructura
4. Viaticos/movilizacion
5.520.000 - 5.520.000
5. Materiales e Insumos
6.000.000 - 6.000.000
6. Servicio a terceros
- 4.650.000 4.650.000
7. Difusion
2.850.000 350.000 3.200.000
8. Capacitacion
9. Gastos generales
10. Gastos de administracion
- 7.200.000 7.200.000
11. Imprevistos
Total 89.500.833 51.752.000 141.252.833
9. Plazos de ejecucion
) 01/12/2007
Fecha de inicio
30/11/2011
Fecha de término
’ 48 meses

Duracion (meses)
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10. Desembolsos

Fecha Requisito Monto ($)

Firma contrato Firma Contrato 27.796.689
17/10/08 IT e IF n°1 12.550.144
17/07/09 IT elF n°2 21.974.000
16/07/10 IT elFn°3 13.104.000
18/02/11 IT e IF n°4 8.085.000
24/02/12 IT e IF Final 5.991.000

Total $89.500.833

11. Fechas de entrega informes
INFORMES TECNICOS

Informe técnico de avance 1
Informe técnico de avance 2
Informe técnico de avance 3
Informe técnico de avance 4

: 19 de agosto de 2008

: 15 de mayo de 2009

: 17 de mayo de 2010

: 16 de diciembre de 2010

INFORMES FINANCIEROS

Informe financiero de avance 1
Informe financiero de avance 2
Informe financiero de avance 3
Informe financiero de avance 4

INFORME TECNICO FINAL
INFORME FINANCIERO FINAL

12. Poliza o Garantia
- Monto: $27.800.000.-

: 19 de agosto de 2008

- 15 de mayo de 2009

: 17 de mayo de 2010

: 16 de diciembre de 2010

: 21 de diciembre de 2011
: 21 de diciembre de 2011

13.- Bienes

Bienes Aiio Valor §
Shaker Refirgerado 2008 $3.572.856.-
Termo nitdgeno 2008 $2.284.800.-
Camara de flujo 2008 $4.641.000.-

Total $10.498.656.-

14. Responsable del Estudio
[ Nombre Formacion/grado | Cargo dentro RUT
; académico del estudio
| Eduardo Donoso Ingeniero Agrénomo | Coordinador 14.252.965-3
? Principal

ALQ0NaNA

S

.
%

ASESOR)a
JURIDICA

e £
/ ‘_( '/r (—L /




