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PLAN OPERATIVO

Proyecto "Desanollo de un forrnulado de microorganismos extremOfilos para el control de
enferrnedades de poscosecha de fruta de exportacion"

Objetivos

Ob' . d t'letIvos e a propues a
Objetivo general
Desarrollar un fonnulado en base a mlcroorganismos extremOfilos, para el control de enfermedades
fungosas de postcosecha, de fruta de exportacion.

N° Objetivos especificos (priorizar no mas de S objetivos)
1 Recoleccion y reproduccion de cepas de extremOfilos de bajas temperaturas (ETB) y agentes

causales de pudriciones de poscosecha (AF/PP) en fiuta de exportacion.
2 Evaluar la capacidad controladora in vitro, in vivo y en condiciones de almacenaje de cepas

ETB, para el control de agentes causales de enferrnedades de pos cosecha
3 Desarrollar un sistema de produccion masivo y de forrnulacion de las cepas ETB con

potencial comercial.
4 Iniciar proceso de obtencion de registro SAG.
S Difundir ampliamente los resultados alcanzados del proyecto entre grupos de agricultores,

exportadoras, etc. con potencialidad de adoptar esta tecnologia.
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1. Recoleccion y reproduccion de cepas de extremofilos de bajas temperaturas (ETB).
1.1- Recoleccion de cepas nativas de extremotilos de bajas temperaturas (ETB),
Los lugares de recoleccion, comprenderan camaras de frio, line as de packing y frigorificos en general, asi
como ambientes naturales, los que se dividiran en 2 clases, las que son de frio pennanente (media anual de
temperatura menor a 80 C) y las de frio temporal (media invemal de temperatura menor a 8° C). Esto
pemutira obtener ETB, que son capaces de desarrollar todo su cicIo a temperaturas men ores a 8° C y
organismos que podran soportar temperaturas superiores. La recoleccion 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 ano, esto
implicara la bllsqueda en glaciales, nieves etemas, campos de hielo y turberas. La recoleccion de la clase 2,
se realizara en los meses de inviemo, en sectores que no presenten bajas temperaturas en los meses de
verano.
La recoleccion consistira 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 (nitrogeno 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 producci9n y manipulacion
complejos. El cultivo de los nucroorganismos se realizara a temperatura ambiente (250 C) Y a bajas
temperaturas (8, 4 y 0° C)

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

2.1 Evaluacion de Ia capacidad inhibitoria ill vitro de cepas nativas de ETB para aisiados de AF/PP
Ensayo 1. Actividad Inhibitoria.
SegL1l1el tipo de organismos ETB se utilizaran las siguientes metodologias:

Hongos: De cultivos puros en placas Petri se tomara un sacabocado tanto del patogeno 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 patogeno en fOID1aaislada (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 0 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 incubacion, se evaluara el nivel de control, el que resulta de la
diferencia en porcentaje, entre el crecimiento del patogeno en forma aislada (placas control) y en cultivo
dual y ensayos de halo de inhibicion. Esto se realizara en PDA a las temperaturas 8,4 y 0° C.
Una vez obtenidos los resultados, se seleccionaran 10 cepas por patogeno, las que seran utilizadas en el
siguiente ensayo.

Ensayo II. MIC. Minima concentracion inhibitoria.
SegLlI1el tipo de organismos ETB se utilizaran las siguientes metodologias:

Hongos: De cultivos puros en placas Petri se tomara un sacabocado tanto del patogeno a evaluar,
de un cultivo puro de ETB, se homogenizara en agua destilada esteril y se sometera a diluciones seriadas,
definiendose 5 concentraciones, siendo la mayor la alcanzada por la homogenizacion de una placa Petri en
100 I de agua y luego diluyendo en factores de 10, hasta 5 veces. As! en placas Petri con presencia de discos
de micelio del patogeno, se colocaran 10 ILlde cada una de las concentraciones (una por placa). Luego de 72
horas de incubacion, se evaluara el nivel de control, el que resulta de la diferencia en porcentaje, entre el
crecimiento del patogeno en fom1a aislada (placas control) y en presencia del ETB. Esto se realizara en PDA
y a las temperaturas de 8, 4 Y 00 C. Se usaran 5 repeticiones.

Bacterias 0 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, lu ._elO ILl
de cada una de las concentraciones seran colocados en agujeros realizados en el medio de ~~€h Dl§tcas
Petri, previa.111ente inoculadas con conidias de los patogenos. Luego de 72 horas de inc on, s alu~ \
el nivel de control, el que resulta de la diferencia en porcentaje, entre el crecimiento ~patoa
aislada (placas control) y en cultivo dual y ensayos de halo de inhibicion. Esto se
tem eraturas 8, 4 y 00 C.
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Ensayo V. Mezclas huerto-packing
Utilizando las mejort;:s mezclas de ETB, seleccionada de la fase anterior, se evaluani su efecto sobre la
incidencia y severidad de las enfem1edades de post cosecha y frutas ya mencionadas. Para 10 cual se
realizan'm 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 estandar 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 sera 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 dejara la fruta a temperatura ambiental por 5 dias, para la realizacion de la evaluacion final de
incidencia y severidad, ademas de evaluaciones de calidades fisicas y organolepticas, asi como detenninad
presencia de las cepas de ETB en la fruta. o<c\~RN
A partir de este punto, solo se trabajara con el sistema patogeno/fruta, donde alguno de los trat tos c
ETB, hayan mostrado un desempei'io similar 0 superior al manejo tradicional utilizado. ;p

<o «
2.3 Evallladon de I. '" addad Inhlblto"a en condklones commlal" de cc as na"vas ETB IA.;,.I)~\,~i

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

Ensayo III. Detenninacion 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 sedan todas las combinaciones posibles
para cada patogeno y entre patogenos. Una vez obtenidos los resultados, se seleccionaran las 3 mejores
mezclas de cepas por patogeno, 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 0 curativo de las mezclas de cepas nativas de
ETB de mayor efecto in vitro para cada una de las enfennedades propuestas.
De esta fom1a, se evaluaran los siguientes sistemas patogeno/fruto, que incluyan a los AF/PP y las frutas
manzana kiwi, arandano, nectarin, uva y limones.

Ensayo IV. Mezc]as 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 10 cual se
tomaran frutas previamente esterilizadas por medios quirnicos y UV, las que seran asperjadas con una
suspension 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 inoculacion con los patogenos. Ademas se
estableceran tratamientos control con fruta si inoculacion de patogenos, con solo ETB y control positivo con
inoculacion y control quimico, consistente en los tratal11ientos estandar realizados para ese tipo de fruta.
Luego de aplicados los tratamientos, la fruta sera almacenada a las temperahlras 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 realizacion de
la evaluacion final de incidencia y severidad, ademas de evaluaciones de calidades fisicas y organolepticas,
asi como detenninar la presencia de las cepas de ETB en la fruta.
Una vez obtenidos los resultados, se seleccionaran la mejor mezcla de cepas por pat6geno, para ser
utilizadas en la siguiente etapa.
Ademas esta mezcla asi como los ETB individuales y la fruta tratada, seran sometidos a un analisis de
toxicidad aguda, de ingestion, en ratones, dermal e irritacion cutanea en fibroblastos humanos, para
descartar efectos nocivos en mamiferos, servicio que sera subcontratado a un laboratorio especializado en el
tema.
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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 10 cual se
realizan'l.I1 las aplicaciones, segun los resultados obtenidos en las etapas anteriores, luego de 10 cual la fruta
sera sometida a todos 10 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 supel111ercado. Evaluandose incidencia,
severidad y caracteristicas organolepticas de la fruta.

Ensavo VII. Validacion en condiciones comerciales

Los tratamientos en este ensayo consistiran en el manejo tradicional de la fruta a evaluar y el mejor manejo
en base a ETB. Para 10 cual se realizaran las aplicaciones, segun los resultados obtenidos en las etapas
anteriores, luego de 10 cualla fruta sera 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 0 ausencia de ETB en los tratamientos
conespondientes.

3. Desarrollo un sistema de produccion masivo y de formulacion de las cepas MBT con potencial
comercial.
El desarrollo del sistema de produccion comprende:
_. Detenninacion de condiciones de crecimiento medio de cultivo, temperatura, pH, oxigenacion y tiempo.
_. Integracion de parametros de crecimiento para produccion masiva en biodigestor 0 sistemas senn
industriales.
-. Extraccion de ETB para su fonnulacion.
-. Formulacion: liquida, solida 0 gel.
-. Almacenaje: temperatura, envases y tiempo.
Despues de cada fase de desanollo del sistema de produccion, se realizaran ensayos in vivo, con la
metodologia ya descrita, para evaluar fluctuaciones en el nivel de control de los patogenos, respecto a las
f0l111ulaciones utilizadas en las fases anteriores. Ademas se tomaran muestras periodicas, para determinar
riesgos de contannnacion en cada una de las fases (produccion, extraccion, f0l111ulacion y almacenaje).
4.- Presentacion de documentos para obtencion de registro SAG.
Una vez establecido el sistema de produccion y fonnulacion, se realizaran las evaluaciones de propiedades
fisico-quinncas, toxicidad (Aguda por ingestion, del11ml e initacion ocular) y ecotoxicidad (efecto sobre
organismos benefic os) del formulado final.
Ademas en base a los resul~ados de las fases anteriores, se elaborara una hoja de seguridad, ficha tecnica,
etiqueta y toda la documentacion 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 10 suficientemente
rigurosos, para ser aceptados en congresos y ublicaciones cientificas.

7.- Asociados

No hay
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8- Costos

COSTO TOTAL DEL ESTUDIO :$ 151.751.489

: $ 51.752.000

FINANCIAMIENTO SOLICITADO A
FIA

APORTE DE CONTRAPARTE

:$ 99.999.489

8.1.- Resumen Estructura de Financiamiento

Aporte
Item Aporte FIA Contraparte Total

I. Reclirsos Humanos 72.096.000 39.552.000 111.648.000
2. Equipamiento

3.034.833 - 3.034.833
3. Infraestrllctura

- -
4. Viaticos/movilizaci6n

5.520.000 - 5.520.000
5. Materiales e [nsumos

6.000.000 - 6.000.000
6. Servicio a terceros

- 4.650.000 4.650.000
7.Difusi6n

2.850.000 350.000 3.200.000
8. Capacitaci6n

- - -
9. Gastos generales

- - -
10. Gastos de administraci6n

- 7.200.000 7.200.000
1 I. lmprevistos

- -
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 termino
48 meses

Duraci6n (meses)
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10. Desembolsos
Fecha Requisito Monto ($)

Firma contrato Firma Contrato 27.796.689
17/10108 IT e IF n01 12.550.144
17/07/09 IT elF n02 21.974.000
16/07/10 IT e IF n03 13.104.000
18/02/11 IT elF n04 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 tecnico de avance 1
Informe tecnico de avance 2
Informe tecnico de avance 3
Informe tecnico 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

: 19 de agosto de 2008
: 15 de mayo de 2009
: 17 de mayo de 2010
: 16 de diciembre de 2010

INFORME TECNICO FINAL : 21 de diciembre de 2011
INFORME FINANCIERO FINAL : 21 de diciembre de 2011

12. P61iza 0 Garantfa
Monto: $27.800.000.-

13.- Bienes

Bienes Aiio Valor $
Shaker Refirgerado 2008 $3.572.856.-
Tem10 nit6geno 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
academico del estudio

Eduardo Donoso Ingeniero Agr6nomo Coordinador 14.252.965-3
Principal


