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II. RESUMEN EJECUTIVO

El objetivo general de este proyecto fue desarrollar un programa para la obtencion de
compuestos Aleloquimicos en plantas chilenas cultivadas in vive e in vitro.

Los objetivos especificos fueron: i) optimizar metodologia para la obtencién de
biomasa vegetal a partir de especies nativas de canelo (Drymis winteri), pintoa
(Pintoa chilensis), boldo (Peumus boldus), puchea (Tessaria absinthiodes) y patagua
(Myrceugenia planipis). ii) Implementar metodologias para la obtencion de extractos
bioactivos de especies nativas cultivadas in vitro, iii) Desarrollar bioensayos para la
evaluaciéon de la actividad aleloquimica de los extractos vegetales obtenidos. iv)
Determinar la actividad alelopatica de los extractos vegetales, V) Evaluar las
propiedades antifingicas de los extractos vegetales. vi) Aislar e identificar el o los
principios activos en los extractos. vi) Transferir la tecnologia desarrollada, y viii)
Proteger la propiedad intelectual de los resultados del proyecto.

Los resultados del proyecto son:

e Se dispone de cultivos in vitro de todas las especies comprometidas a
analizar, entre las que destacan las especies nativas. Boldo, Canelo, Pintoa,
Patagua..

¢ Se dispone de extractos capaces de controlar malezas, lo que permitira su
formulacion como herbicidas naturales, previa evaluacion de aspectos no
considerados en este proyecto tales como su toxicidad, estabilidad, etc.

e Se dispone de extractos capaces de controlar al control de Botrytis cinerea.
Extractos de dos de las especies estudiadas son capaces de inhibir la
germinacion de esporas y el desarrollo micelial del hongo.

* Se dispone de extractos capaces de inhibir la actividad de la enzima lacasa de
B. cinerea. Esto genera grandes expectativas de control a nivel de
postcosecha.

e También se han caracterizado extractos de las especies en términos de
identificar el o los principios activos.

e Se logro la obtencion de plantas crecidas en macetas a partir de los cultivos in
VItro.

e Se dispone de algunos ejemplares de Boldo, Patagua y Canelo
e Se ha presentado la solicitud de patente para resultados obtenidos con

Pluchea. Se trabaja en la elaboracion de documentos para proteger resultados
obtenidos con Boldo v Pintoa.



III. TEXTO PRINCIPAL

La demanda actual por productos agricolas de alta calidad y bajos precios, impide la
prictica de la agricultura sostenible. El aumento de las producciones agricolas ha sido
acompafiado de la utilizacién masiva y en muchos casos indiscriminada de plaguicidas y
fertilizantes, que provocan diversos problemas ambientales.

Entre los métodos de prevencion de la aparicion de malezas, que compiten y reducen
rendimientos, el uso de herbicidas continua siendo el componente mas importante a la
hora de incrementar el rendimiento de las cosechas, Sin embargo, el uso continuo de
agroquimicos en dreas de monocultivo ha conducido a la aparicién en varios lugares del
mundo de malezas tolerantes y resistentes a muchos herbicidas, lo que en definitiva se ha
traducido en un aumento de costos de produccion y mayor impacto ambiental debido a
problemas de contaminacion de suelos y aguas. Una situacion similar se observa frente al
uso de fungicidas, que en nuestro pais se utilizan fundamentalmente el el cultivo de frutas
como la vid.

Frente a la problematica descrita, los productos naturales representan una fuente cierta de
potenciales productos agroquimicos, debido a su diversidad en estructuras quimicas, su
accion natural biolégica especifica y su cardcter inocuo sobre ¢l medio ambiente.

Chile presente una flora nativa tnica y exclusiva, con especies que solo crecen en el pais,
y que puede constituirse en una fuente importante de principios Aleloquimicos. Sin
embargo, la sobre-explotacion de una determinada especie podria ocasionar su
desaparicion.

Frente a la posibilidad de utilizar comercialmente una especie nativa y de asegurar la
preservacion de un determinado recurso, el cultivo de tejidos vegetales in vitro, surge
como una alternativa viable. En este proyecto se desarrollaron metodologias que permiten
la eficiente obtencion de compuestos aleloquimicos y la preservacion de germoplasma de
plantas nativas. A partir de este proyecto se incorporara valor agregado a plantas nativas
productoras de aleloquimicos.




IV Cumplimiento de los objetivos del proyecto: En este proyecto se dio cumplimiento
a casi la totalidad de los objetivos planteados. El unico tipo de ensayos que no pudo
realizarse es aquel que pretendia evaluar los efectos de los extractos sobre Uncinula
necator. Esto debido fundamentalmente a las dificultadas metodologicas que significa
cultivar el hongo. La Universidad no dispone de la infraestructura necesaria para estos
ensayos. Sin embargo, en un futuro cercano se iniciara una colaboracion con el INIA a
fin de evaluar los extractos en U.necator..

Los resultados obtenidos se agrupan en los siguientes items:

OBJETIVO 1. optimizar metodologia para la obtenciéon de biomasa vegetal a partir de
especies nativas de canelo (Drymis winteri), pintoa (Pintoa chilensis), boldo (Peumus
boldus), puchea (Tessaria absinthiodes) y patagua (Myrceugenia planipis).

IVa. Cultivo in vitre de las especies. El cultivo in vitro de las especies seleccionadas se
realizé6 utilizando como base el medio MS, modificado segin corresponda para cada
especie. Se muestra aca un resumen de estos resultados.

El medio de cultivo utilizado se muestra en la tabla siguiente.

MEDIO DE CULTIVO MURASHIGE Y SKOOG (MS)

Nutriente mg/litro
NHsNO; 1650
Hi;BO; 6.2
CaCL, 3322
COCL:*(\H:O 0,025
CuS0O4*5H,0 0,025
Na;EDTA*2H-0 37,26
FeSO,*7H,0 27,8
MgSO, 180,7
MnSOy 16,9
Na;MoO, 0,25
Kl 0,83
KNO; 1900
KH,PO; 170
ZnS0O.*7TH-,0 8.6
Glicina 2
Mio-Inositol 100
Ac.Nicotinico 0,5
Tiamina*Hcl 0,1
Sacarosa 25000

Agar 8000

PH 5.8

Ademas, se utilizaron medios preparados. En este caso trabajamos con el medio base MS
suplementado con Biotina 0,1 mg/L, Cinetina 0,2 mg/l y BAP 0,3 mg/L. En lugar de



sacarosa analitica se utiliza sacarosa comercial IANSA. Los frascos con los explantes
fueron mantenidos en camaras de cultivo a 23 +2 °C, un fotoperiodo de 16/8 horas luz:
oscuridad y una humedad promedio de 85.

Pluchea absinthiodes. Especie muy comun en suelos himedos y salinos. De esta planta
se utilizan infusiones para controlar el colesterol. La familia Plucheceae esta constituida
por 28 generos y alrededor de 250 especies. La investigacion de esta familia ha
demostrado que algunas especies presentan propiedades alelopaticas.

El cultivo in vitro se inicio a partir de plantas colectadas en la localidad de la Cruz, V
region. Los ejemplares fueron identificados en el Museo de Historia Natural y se deposito
un individuo en el herbario.

Las fotos muestran cultivos de esta especie al cabo de | mes. Esta resulto una especie
relativamente facil de cultivar in vitro. Se obtuvo un indice de multiplicacion igual a 8.
Los subcultivos se replicaron con lapsos de | mes.

Cultivo in vitro de Pluchea absinthiodes



Drymis winteri. E| canelo es una de las especies de la Familia Winteraceae. Esta Familia
compuesta por 4 géneros y 60 especies distribuidas en Ameérica del Sur, Madagascar,
Australia y Nueva Guinea. En Chile esta representada por 3 especies del género Drimys.
La madera es de buena calidad y facil de trabajar, con ella se fabrican instrumentos
musicales y madera de construccién. La corteza es utilizada para combatir el escorbuto,
también contiene vitamina C, taninos, aceites esenciales, sustancias antibacterianas y
sales de fierro y calcio.

Cultivo in vitro de Drymis winteri

Esta planta relativamente dificil de cutivar in vitro, pues presenta un indice de
multiplicacion igual 3. Las plantulas sin embargo, presentan un buen crecimiento lo que
permite obtener una biomasa adecuada en lapsos de 40 dias.

Peumus boldus. Especie perteneciente a la familia Monimiaceae. Esta familia
comprende arboles, arbustos o enredaderas, siempreverdes y compuesta de 34 géneros
con un total de 440 especies.

En Chile esta representada por 3 géneros nativos, uno de los cuales, Peumus, es
monotipico y endémico de Chile.

Las hojas son utilizadas como infusiones, ademas contienen numerosas sustancias
quimicas muy cotizadas en la industria farmacologica. La corteza, rica en taninos y se
utiliza en curtiembre. El fruto es comestible.



Los cultivos de boldo resultaron muy dificiles en un comienzo, sin embrago, una vez que
se logro inducir la formacion de brotes en un medio suplementado con antioxidantes, se
obtuvo un muy buen indice de multiplicacion equivalente a 8.

Pintoa chilensis Especic endémica de la IIT region. Ha sido clasificada en peligro de
extincion. Resulto una especie de crecimiento relativamente lento. Se obtuvo un indice de
multiplicacion igual a 4, Pertenece a la Familia de las Zhigophylaceae.

Mpyrcegenia planipis (Crynodendron patagua). Planta perteneciente a la familia
ELAEOCARPACEAE. Esta familia esta compuesta por 9 géneros y cerca de 540
especies.

En Chile la familia esta representada por dos géneros y 3 especies. Especie Ornamental,
Melifero, Reforestacion. Especie de rapido crecimiento. Los taninos de la corteza se
utilizan en curtiembres. La madera se utiliza en muebleria,



Patagua cultivada in vitro.

Esta especie presento rapido crecimiento in Vitro. El indice de multiplicacion obtenido
igual a 8 y la rapida elongacion permiten obtener una buena cantidad de biomasa en
periodos de tiempo cortos.

Se dispone ademas, de algunos ejemplares de patagua, boldo v Pintoa en condiciones de
invernadero

OBJETIVO 2. Implementar metodologias para la obtencion de extractos bioactivos de
especies nativas cultivadas in vitro.

Se analizaran dos metodologias extraccion de los principios activos por difusion y
macerando en nitrogeno liquido. En ambos casos se utilizaron como solvente agua y
etanol 85%. Los resultados obtenidos muestran que se obtienen mas principios activos
cuando se macera en tejido en N> liquido y luego se extrae con el solvente.



OBJETIVO 3. Desarrollar bioensayos para la evaluacion de la actividad aleloquimica
de los extractos vegetales obtenidos.

Los bioensayos implementados para dar cumplimiento a este objetivo fueron el ensayo de
germinacion en placas Petri y el ensayo de la enzima a-amilasa.

El ensayo de la germinacion consiste en colocar a embeber durante dos horas semillas de
plantas indicadoras en agua o en agua mas el extracto que se pretende probar. Se dejan
las placas en una camara a 23 +2 °C hasta 72 hrs y se evalia el porcentaje de
germinacion. Se considera una semilla germinada cuando su raiz tiene un tamafio > S mm

CONTROL m

Ensayo de germinacion.

El ensayo de la enzima a-amilasa consiste en preparar placas Petri conteniendo una capa
de almidon al 1% disuelto en agua o en los extractos a analizar. Sobre la capa de almidon
se colocan mitades de semillas con embrion. El embrién produce acido giberelico que
induce la sintesis de la enzima a-amilasa. Esta enzima degrada el almidon. Para revelar el
ensayo se agrega a la placa una solucién de lugol que reacciona con el almidén. En
aquellas zonas donde este sustrato fue degrado se genera un halo incoloro. El ensayo se
evalia determinado el tamafio de los halos en semillas control y el tamaiio de los halos en
las semillas en presencia de los extractos.



Ensayo de la enzima a-amilasa

El bioensayo para determinar el efecto de los extractos en hongos, se basa en el tipico
crecimiento de micelio en condiciones in vitro. Se preparan placas con agar papa-
dextrosa a las cuales se agregan diferentes concentraciones de los extractos a analizar.
Luego se siembra en la placa un trozo de agar con micelio del hongo. Se deja a 37 °C y
de evalua el desarrollo del las hifas.

Bioensayo para evaluar efecto de productos naturales en hongos.



OBJETIVO 4 Determinar la actividad alelopatica de los extractos vegetales.

II. Efecto de extractos sobre la germinacion.
A Continuacién se muestran los resultados obtenidos para cada una de las especies
estudiadas.

Pluchea absinthiodes.

Se obtuvieron extractos acuosos de P. absinthiodes, provenientes de cultivo in vitro y
liofilizados de plantas colectadas en terreno. La Figura muestra que en ambos casos hubo
inhibicion de la germinacion. Resulta interesante destacar que ambos extractos muestran
una actividad equivalente sobre cebada.

Germinacién de cebada 4%
con extractos de pluchea in vivo e in vitro = 10%
125,00 e
100,00
. g
E 75,00
E
50,00
LR
* 2500
0.00

Caontrol Fuchea (in vitro) Ruchea (in vivo)
Tratamientos



La Figura siguiente muestra los efectos de ambos extractos sobre tomate.

Germinacién de tomate

con extractos de pluchea in vivo e in vitro ma%

125,00 'm10%

|0 15%

5 100,00 e
E 75,00

2 50,00 +—
® 25,00
0,00
Control RAuchea (in vitro) Ruchea (in vivo)
Tratamilentos

Se observa que el efecto es equivalente en ambos casos, siendo mayor que al obtenido
con cebada.

Como una forma de ver los efectos de los extractos sobre malezas que puedan afectar a
los cultivos de interés, se selecciono como modelo la planta Lolium perenne.

Germinacion de lolium perenne ma% |

con extractos de pluchea in vivo e in vitro W10% |
125,00
e 100.00
i % 75.00 +—
§z oo f
#2500
0,00
Control Pluchea (in vitro) Pluchea (in vivo)
Tratamientos

Al comparar los efectos de estos extractos sobre ccbada y Lolium, ambas
monocotiledoneas, se puede concluir que Lolium es mas afectada.



Drymis winteri.

Efecto de extractos acuosos de canelo sobre la germinacion de semillas. La figura
siguiente resume los resultados obtenido al evaluar el efecto de extractos acuosos de
canelo sobre la germinacion de semillas de diferentes especies.

Efecto del extracto de canelo sobre la gormlmclbn| S Gontrel

de distintas semillas |@Canelo 4%
\WCanelo 10%

Lechuga Tomate Lepidio Lolum Trigo
perenne

Semillas

Se observa que los extractos inhiben la germinacion de todas las semillas utilizadas,
siendo las mas susceptibles a una concentracion del 10% p/v, Lepidio y Lolium.

I11. Efecto de los extractos sobre el crecimiento radicular.

La figura siguiente resume el crecimiento radicular de las semillas que germinaron en
presencia de los extractos. Nuevamente se observa que Lepidio y Lolium son afectados a
altas concentraciones del extracto. Esto sugiere que estas plantas si bien germinan, no
desarrollan un sistema radicular adecuado al crecimiento.
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Mpyrcegenia planipis.

Efecto de extractos acuosos de patagua sobre la germinacién de semillas. La figura
siguiente resume los resultados obtenidos al evaluar los efectos de extractos acuosos de

patagua sobre la germinacion de diferentes semillas.

Efecto del extracto de patagua sobre la germinacién

de distintas semillas

% Germinacién (% control)

Lepidio
Semillas

Lolium peranne

|Wcontrol ||
‘may
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|O15%




Con extractos acuosos de patagua, la especie mas afectada fue el trigo pues a una
concentracion de 15% p/v no hubo germinacion. El resto de las especies son afectadas de
manera diferencial.

IV, Efecto sobre el crecimiento de plantas.

Drymis winterii

Para esta especie se muestra el efecto sobre el crecimiento de dos de las plantas usadas,
Lepidio y tomate. El crecimiento de ambas especies de ve inhibido de manera
significativa a una concentracion de 15% p/v.

Efecto del extracto de canelo [ %ecrec Raiz |
sobre el crecimiento de lepidio B %crec.Brote |

Crecimiento
(% control)

e ————

Efecto del extracto de Canelo B %crec Raz
en el crecimiento de Tomate ‘B %crec Brote

Tratamientos




Myrcegenia planipis
Para esta especie se muestra los resultados obtenidos con el crecimiento de tomate y
Lolium perenne

Efecto del extracto de Patagua ' w%crec Raiz
en el crecimiento de Tomate |B %orec Brole

Crecimiento (%
control)

Control Patagua Patagua Patagua Patagua Palagua
PHO 1% 2% 4% 10% 15%

Tratamientos

El crecimiento de los brotes de tomate se vio afectado de manera significativa a partir de
una concentracion equivalente al 4%.

Peumus boldus. El crecimiento de brotes de lepidio y rabano fue afectado por el extracto
de boldo de manera significativa

Crecimiento de plantas de Lepidio (Lepidium sativum)
con extractos de Boldo

m Crecimento Raiwz | Crecimento Brote
125
100 4
o
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i
25 | i
Control Boldo 5% Boldo 10% Boldo 15%

Tratamientos



Crecimiento de plantas de Rabano (Raphanus sativus)
con extractos de Boldo

B Grecimento Rag B Crecimenio Brote
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Control Boldo 5% Boldo 10% Boldo 15%

Tratamientos

Pluchea absinthiodes. Extractos de Pluchea inhiben el crecimiento de ballica.

Crecimiento de plantas de Ballica (Lolium perenne)
con extractos de Pluchea

@ Crecmento Raz 0O Crecmento Brote
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g
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Control Puchea 5% Puchea 10% Puchea 15%

Tratamientos



V. Efecto de extractos sobre semillas de malezas
a) Lolium perenne.

Pluchea absinthiodes. Se observa que los extractos de pluchea inhiben la germinacion
de L. perenne

e S E—— y

Efecto del extracto de Pluchea sobre la
germinacion de semillas de Lolium perenne

Control Puchea 4% Pluchea 10% Puchea 15%
Tratamlentos

Drymis winteri. Los extractos de canelo muestran un fuerte efecto inhibidor de la
germinacion de L.perenne

Efecto del extracto de Canelo sobre la
germinacion de semillas de Lolium perenne

[g [ I s




Peumus boldus. Lo extractos de boldo tienen un efecto muy significativo sobre la
germinacion de L. perenne.

e ————

Efecto del extrack_: da _Boldo sobre la
germinacion de semillas de Lolium perenne

Control Boldo 4% Boldo 10% Boldo 15%
Tratamientos




Myrcegenia planipis. 1os extractos de patagua mostraron un efecto inhibidor inferior al
observado con canelo y boldo

germinacion de semillas de lolium perenne

125,00

100.00

% Germinacién
(% control)
T
8

50,00 -
25,00 1
0.00
Control Patagua 4% Patagua 10% Patagua 15%
Tratamientos

Al comparar los efectos de los 4 extractos, se puede concluir que el extracto de
boldo, es el que presenta mayor capacidad inhibitoria de la germinacién de L.
perenne

b) Brassica rapa (yuyo)
Pintoa chilensis. El extracto de pintoa mostré un fuerte efecto inhibidor de la
germinacion de semillas de yuyo.

Efecto del extracto acuoso de Pintoa en la germinacion de

semillas de yuyo
? 120
£ 100
o
£ 801
= 80
3 40
L]
E 20 | .
E ok . e
o Control Pintoa 5% Antoa 10% Pintoa 15%

Tratamientos



Peumus boldus. E| extracto de boldo inhibié la germinacion de semillas de yuyo de
manera significativa, a una concentracioén de 15% p/v no hubo germinacion.

Efecto del extracto acuoso de boldo en la germinacién de
semillas de yuyo

T 120

€ 100

@ ®

E 60

o 40
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E od S i R
o

Controt boldo 5% boldo 10% boido 15%
Tratamientos



c) Convolvulus arvensis (correhuela)

Pintoa chilensis. El extracto de Pintoa mostré un efecto inhibidor de la
germinacion de semillas de correhuela.

Hecto del extracto acuoso de Pintoa en la germinacion de
semillas de Correhuela

120

B0
40
. . N
0 -

Pntoa 5% Fintoa 10% Pntoa 15%

Germinacion (%Control)

Tratamientos

Peumus boldus. El extracto de boldo inhibio la germinacion de semillas de correhuela.

Efecto del extracto acuoso de Boldo en la germinacién de
semilias de Correhuela

120

100

80

40

20 _ .

O i TEC— .
1 2 3 4

Tratamientos
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Se observa que ambos extractos tuvieron un efecto similar en la inhibicion de la
germinacion de semillas de correhuela.

d) Cynosurus echinatus (Cola de Zorro)

Pintoa chilensis. El extracto de Pintoa inhibid la germinacion de semillas de cola

de zorro.

Germinacién (% Control)

120
100

8O -
60 4
40
20 -
0+

Efecto del extracto acuoso de Pintoa en la germinacién de

semillas de Cola de zorro

Pintoca 5% Pintoa 10% Pintoa 15%
Tratam lentos

Peumus boldus. El extracto de boldo inhibi6 la germinacion de semillas de cola de zorro.

Germinacion (%Control,
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100 -
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Efecto del extracto acuoso de Boldo en la germinacién de
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Control
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Se observa que el extracto de boldo presento una mejor actividad inhibidora de la
germinacion que el extracto de pintoa.

V1. Efecto de extractos sobre mitocondrias y cloroplastos aislados.

Durante este periodo se ha puesto en marcha el uso de un oxigrafo, equipo que permite
medir consumo y/o produccion de oxigeno en organelos aislados.

La camara mide el oxigeno disuelto en una solucion



Con la ayuda de este equipo se logré evaluar el efecto de los extractos sobre mitocondria
y cloroplastos aislados.

Aislamiento de mitocondrias: Para aislar mitocondrias se utilizo la metodologia
descrita.

- Plantas de 10 dias se maceran en frio en buffer de extraccion que contiene (sacarosa
0.25 M, EDTA | mM, BSA 2 mg/mL, tris-HCI 10 mM pH 7.6).

- Se filtra y centrifuga a 2000 g por 15 min.

- El sobrenadante se centrifuga a 10000 g por 20 min.

- El pellet se resuspende en buffer mitocondrial que contiene (sacarosa 0.25 M,

KCl 10 mM, MgCI2 5 mM, NaH2PO4 Na2HPO4 10 mM pH 7.4). Concentracion de
proteinas 2.8 mg/mL.

Pluchea absinthiodes. 1La figura muestra el efecto de diferentes concentraciones de
liofilizado de pluchea sobre el consumo de oxigeno de mitocondrias de maiz aisladas. Se
observa que el efecto es significativo solo a una concentracién de 5 mg/ml. Se puede
sugerir que el efecto inhibidor de esta planta no esta relacionado con este proceso.

Efecto del liof. de pluchea (in vitro) sobre el consumo de
oxigeno de mitocondrias aisladas de hojas de maiz

200

16,0 T
120 +—
80 f—
40

Consumo de oxigeno
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00—

control 1 mg/mL I mg/mL Smg/mL  KCN {1mM)

Tratamientos

La figura siguiente muestra el efecto de extractos de Pluchea a diferentes
concentraciones. Se observa que la inhibicion del consumo de oxigeno aumenta con la
concertacion del extracto.




BHecto de extractos de la especie P-3 en el consumo de oxigeno de
mitocondrias aisladas de hojas de cebada
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Tratamientos

Del extracto inicial se obtuvieron diferentes fracciones cuya actividad se muestra en la
figura siguiente.

Efecto de fracciones de pluchea (in vitro) sobre el consumo de
oxigeno de mitocondrias aisladas de hojas de maiz
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€0
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5
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o
£ solvente  FlA-1 FIA-2 FIA-3 FlA-4 FIA-5 KCN
(DMSO (1mM)
2%)
Tratamientos

Se puede concluir que ninguna de las fracciones es capaz de inhibir el proceso de
respiracion mitocondrial. Esto sugiere que en el extracto inicial existen moléculas que se
potencias en su actividad.



Peumus boldus. Los extractos de boldo muestran una inhibicién de la actividad
respiratoria que no depende de la concentracion del extracto.

Efecto de extr de la e B-1 on »l consumo de oxigeno de
mitocondrias aislada s de hojas de cebada
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Tratam ientos

Efecto de extractos sobre cloroplastos aislados. La figura muestra el efecto de un
liofilizado de pluchea sobre la actividad de cloroplastos. Se observa que hay un efecto
inhibidor del proceso que no es dosis dependiente, dado que las diferencias entre 3 y 5
mg/ml son poco significativas,

Efecto del liofilizado de pluchea sobre la actividad
fotosintética de cloroplastos aislados de hojas de
espinaca

Actividad fotosintética
(% control)

control Liof. piuchea Lot pluchea Liof pluchea metl sulfuron
(1 mgimi) (3mg/mL) (Smg/mL) (5 mgiml)

Tratam lentos



Al fraccionar el extracto inicial de pluchea se obtuvieron los siguientes resultados. Se
observa que la fraccion 1 reduce la produccion de oxigeno en casi un 50% y la fraccion 2
casi un 30%. Estos resultados permiten sugerir que la actividad del extracto inicial estaria
en estas dos fracciones mayoritariamente.

Efecto de las fracciones de pluchea sobre la actividad
fotosintética de cloroplastos aislados de hojas de espinacas

En la figura siguiente se resumen los efectos de extractos de las distintas especies en
estudio sobre la actividad de cloroplastos aislados. De los resultados mostrados se puede
concluir que a una concentracion equivalente al 4% p/v boldo y pluchea inhiben la
actividad de cloroplastos aislados, mientras que patagua y canelo la estimulan.

S— i R
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V. Efecto sobre la actividad de la enzima a-amilasa

Peumus boldus. El extracto de boldo mostro una efecto inhibidor de la actividad a-
amilasa semejante al ejercido por ABA, conocido inhibidor de la germinacion

Efecto de extractos acuosos de la especie B1 en la
actividad alfa-amilasa en semillas de cebada

E ?50

' 2,00
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! 1,00

- W Rl
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Tratamientos

Pintoa chilensis. El extracto de pintoa inhibio de manera significativa la actividad de la
a-amilasa.

Eecto de extractos acuosos de la especie P3en la
actividad alfa-amilasa en semillas de cebada
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Drymis winteri. El extracto de canelo inhibio la actividad de la a-amilasa

Efecto de extractos acuosos de la especie C1enla
actividad alfa-amilasa en semillas de cebada

= 250
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g 050 | -
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Tratamientos

El efecto de los extractos sobre la actividad de la a-amilasa, puede explicar el efecto
observado sobre la germinacion. Esta enzima es clave en la hidrélisis del almidon durante
los primeros estadios del proceso.

OBJETIVO S. Evaluar las propiedades antifungicas de los extractos vegetales

Botrytis cinera. En la actualidad se ha logrado obtener 5 cepas obtenidas de material
proveniente de diferentes viias del valle del Maipo, Ademas, se dispone de una cepa
aislada de uva que ha permitido realizar ensayos preliminares.

Obtencion de cepas de B. cinerea

Se dispone de 5 cepas aisladas de uvas infectadas por el hongo y fue purificada de
manera que cada cepa utilizada proviene de un conidio. El crecimiento y mantencion del
hongo se realizé de la siguiente manera: El hongo ha sido crecido en el medio de cultivo
agar papa-dextrosa y mantenido en tubos inclinados. Para la obtencion de esporas las
placas fueron incubadas a 10 cm de distancia de tubos fluorescentes F1ST8 BLB con un
espectro de emision de 310-410 nm. Se realizan subcultivos periddicos a fin de mantener
¢l hongo activo.

Efecto de diferentes extractos sobre B. cimerea. Se probaron extractos provenientes de
de pintoa v boldo mantenidas en cultivo in vitro. Esta técnica asegura la disponibilidad de



materia prima sin restricciones. La solucion que mejor resultado ha presentado es la de
concentracion 4% p/v, esto es 4 g de tejido en 100 g de solvente. De esta solucion se
prepararon disoluciones al 5, 10 y 20% v/v y de determino su efecto sobre el desarrollo
del micelio. La figura muestra los resultados obtenidos al evaluar la cepa U29 de vides.
En la placa de la izquierda en un tiempo de 4 dias el micelio cubre totalmente la placa,
mientras que en el mismo periodo de tiempo en presencia del extracto al 4% no se
observa crecimiento micelial.

Al evaluar el efecto de extractos al 10% para las especies sefaladas se pudo constatar que
ambas retardan el crecimiento.

Didimetro del micelio (cm)

6 8 10 12 14 16
Tiempo de incubacion (dias)

—+—PDA —»—B1 P2



La figura siguiente muestra los resultados obtenidos al tratar el hongo B. cinerea con
extractos de las diferentes especies analizadas.

ONTROL -SOLVENTE
MoOH 100

La figura siguiente muestra el porcentaje de inhibicién del desarrollo del micelio del
hongo B. cinerea a los 5 y 10 dias. Se observa que los extractos inhibieron el desarrollo
del micelio de manera significativa en valores superiores al 50% por mas de 15 dias.
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Ensayos in vivo.

Las figuras siguientes muestras el nivel de proteccion de los extractos al inocular hojas de
tomate con micelio del hongo B. cinerea. Las fotos fueron tomadas 7 dias
postinoculacion. Se observa que existe una real proteccién. En la actualidad se realizan
estudios con plantas completas a fin de determinar concentracion 6ptima de actividad.

CONTROL - MeOH CONTROL

Bl I mgml”

Ensayos con frutos de frutilla. Frutos de frutilla se han utilizado para evaluar la
actividad de los extractos. Se aplico a cada fruto un volumen de extracto y luego se les
inoculo con esporas de B. cinerea. Como elemento de comparacion se utilizo en
fungicida botanico BC-1000. Este es un de las pocas alternativas con la que cuenta la
agricultura organica. La figura siguiente muestra los resultados al cabo de 5 dias post
inoculacion con esporas del hongo. Se puede observar que el extracto de nuestra planta
muestra una muy buena actividad, pues el hongo experimenta poco crecimiento, mientras
que en BC-1000 casi cubre el fruto por completo. El desarrollo adecuado en términos de
un producto comercial podria permitir ¢l uso de este extracto en periodo de postcosecha.



BC-1000 Extracto vegetal

Busqueda de condiciones adecuadas para la obtencién de biomasa, con alto
rendimiento:

Produccién de biomasa mediante el uso de birreactores

Se han probado diferentes condiciones de cultivo que muestran que este sistema permite
aumentar los rendimientos, pero fundamentalmente en plantas no lefiosas.

Subcultivo de especies. Se realiza el subcultivo de todas las especies. Esto permite
asegurar la disponibilidad de biomasa para cada uno de los bioensayos aplicados.



OBJETIVO 6. Aislar ¢ identificar el o los principios activos en los extractos.

Caracterizacion quimica de los extractos. Se han caracterizado los extractos mediante
cromatografia liquida de alta eficiencia y espectroscopia de resonancia magnética
nuclear,

Pintoa chilensis. Se muestra el perfil de flavonoides y compuestos fenélicos para el
extracto crudo de pintoa y dos fracciones mayoritarias.
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El analisis de los cromatogramas, permitio identificar algunos compuestos tanto en el
extracto crudo como en las fracciones aisladas. Se observa en la tabla , que el acido
galico, la rutina y la Hesperidina, son componentes mayoritarios tanto del extracto total
como de las fracciones. De igual forma, la fraccion 5 presentd mayores niveles de estos
metabolitos que el extracto total y la fraccion 6.

Metabolitos secundarios presentes en el extracto crudo y fracciones aisladas

Compuesto Extracto crudo Fraccion § Fraccion 6
. (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)
Acido galico 0,0210 0,0483 0,0432
Acido clorogénico e, 3,699 x 107 5,007 x 107
Rutina 0,0124 0,0217 0,0185
Acido p-cumirico 1,510x 107 4,016 x 10° 1,973 x 107
Acido ferilico 5180 x 107 1,780 x 107 5,070 x 107
Hesperidina 0,0193 0,207 0,0428
Acido saliscilico 1,865 x 107 6,859 x 10 2,478 x 10
Quercetina 1,522 x 107 0,0113 8,169 x 10”
Naringenina 6,096 x 10~ 2,359 x 107 1,658 x 107
Kaempherol 1,004 x 107 1,161 x 10” 2,834 x 10*




Pluchea absinthiodes. Para esta especie se ha identificado la molécula responsable de la
actividad alelopatica. Esta molécula representa

COOH
12

14

Acido (+) -3 -oxoeudesma-4,11(13)-dien-12-o0ico

Problemas enfrentados durante la ejecucién del proyecto: Durante la ejecucion de
este proyecto no se presento ningun tipo de problemas.

Difusion.

Parte del trabajo realizado en este proyecto fue presentado en las siguientes instancias. Se
debe destacar que debido al interés del proteger los resultados siempre se mantuvo las
especies solo identificadas con una sigla. Por esta razén tampoco se presentaron trabajos
en revistas indexadas.

Congreso Argentino de Biotecnologia.

El proyecto fue seleccionado por FIA para ser presentado en la Feria de
Biotecnologia organizada por el programa Explora y realizada entre el 6 y 10 de
Octubre de 2004 en el Museo Interactivo Mirador. En esta feria se mostraron
actividades a una gran cantidad de alumnos tanto de ensefianza basica como
media.

» El proyecto presento resultados en forma oral y en forma de panel en el Seminario
“El sector agricola y la Biotecnologia: Situacion actual y desafios”, organizado
por FIA entre el 3 y 4 de Noviembre de 2005.

 También se realizo en curso Bioplaguicidas naturales en donde mostrd parte de
los resultados del proyecto. (5-7 de Diciembre).



Impactos del proyecto:

Los impactos del proyecto se pueden resumir en los siguientes aspectos:

Se implementaron metodologias para el cultivo in virre de especies nativas
chilenas. Una de ellas se encuentra en peligro de extincion.

Se desarrollo un programa que puede permitir el desarrollo de herbicidas o
fungicidas a partir de plantas chilenas cultivadas in Vitro

Se dispone de sistemas de produccion continua de principios activos de bajo
impacto ambiental, ptes no se utiliza ninguna especie desde su habitat natural.

Sc¢ han generado las bases para la instalacion de una industria productora de
Aleloquimicos a partir de plantas chilenas.

Los resultados estdn siendo protegidos mediante la solicitud de patentes.

Conclusiones y Recomendaciones.
Las conclusiones de este proyecto sorn.

Se logro desarrollar cultivos in vitro para todas las especies estudiadas

Se dispone de extractos que pueden ser utilizados en el desarrollo de potenciales
herbicidas

Se dispone de extractos que pueden ser utilizados en el desarrollo de potenciales
fungicidas para el control del hongo Botrytis cinerea..

Recomendaciones. Dado los avances que han experimentado en los ultimos afios los
estudios gendomicos, protedmicos y metabolomicos en especies cultivadas como
hortalizas y frutales, se hace absolutamente necesario comenzar con dichos estudios
en especies nativas. Estas plantas representan una fuente invaluable de genes. En ellas
se pueden encontrar tolerancias a diferentes factores ambientales, y la produccion de
diversas moléculas bioactivas. Un programa nacional dedicado a la caracterizacion
molecular de nuestra flora podria entregar una informacién de alto valor.

1. Bibliografia Consultada.

Smith, R. Plant tissue culture: Techniques and Experiments.Academic Press 2000.

Staba.J- Plant Tissue culture as a source of Biochemicals CRC Press. 1980.
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MEMORIA DESCRIPTIVA

Campo de aplicacion de la invencién

La invencion objeto de la presente solicitud de patente esta referida a herbicidas
naturales, especificamente se relaciona con herbicidas botanicos producidos mediante la
técnica de cultivo de tejidos vegetales in vitro.

En particular, la invencién presente se relaciona con la produccién- composicion
de extractos vegetales y métodos para controlar malezas que afectan a los cultivos.

Comentarios del arte previo

En los cultivos se invierte una cantidad significativa de dinero en el uso de
pesticidas sintéticos para controlar diversos tipos de plagas y malezas que afectan los
rendimientos. Las malezas son un problema por varias razones, pero la mas importante
es la reduccion de rendimiento y calidad de los cultivos, debido que compiten por agua,
nutrientes y luz, ademas, de constituir un refugio para insectos que también afectan a los
cultivos.

El uso masivo de los herbicidas para matar y controlar un amplio espectro de
malezas es conocido en el estado del arte previo. Mas especificamente, los herbicidas
quimicos son utilizados en el control de malezas que afectan el cultivo de plantas
ornamentales y agricolas. El control de malezas es muy beneficioso cuando pemmite el
control selectivo de dichas especies sin afectar a la vegetacidn deseada.

Los herbicidas quimicos se clasifican de acuerdo al tipo de actividad que
presentan. Un determinado compuesto puede tener mas de un tipo de actividad
dependiendo del modo de aplicacién y la velocidad a la cual es aplicado. Los herbicidas
naturales se clasifican como selectivos- no selectivos; emergentes postemergentes. Un
efectivo herbicida emergente es aquel que es selectivo en su ambiente. Esto significa que
tal compuesto puede matar la semilla y la plantula de una maleza sin afectar la planta de
interés y generar efectos adversos sobre el ecosistema. Los herbicidas post-emergencia

son aplicados luego que las plantas y malezas han alcanzado una altura significativa. En
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general un compuesto que presente actividad post-emergencia puede no ser selectivo.
Entre los herbicidas se encuentran sustancias con propiedades desfoliantes; desecantes;
erradicantes, sistémicos y selectivos.

Uno de los primeros y mas exitosos herbicidas utilizados es el acido 24
diclorofenoxiacetico, conocido como 2,4 D, miembro de la familia fenoxi de los herbicidas
naturales. Los herbicidas fenoxi son utilizados en el control de malezas de hoja ancha.
Desde 1945 este tipo de herbicidas han demostrado ser muy econémicos y selectivos en
el control de malezas de hoja ancha en cultivos.

Sin embargo, en la actualidad existe consenso en el sentido que la aplicaciéon de
estas sustancias afecta tanto la salud humana como animal, ademas, de provocar dafios
a los ecosistemas. Debido al que los herbicidas son aplicados al suele y superficie foliar
de las plantas, ellos pueden alcanzar faciimente reservorios de agua. Como resultado de
esto muchas aguas de consumo humano o de riego se encuentran contaminadas con

herbicidas.

Este fenbmeno ha sido abordado en diferentes campos y se han planteado una
gran cantidad de estrategias para resolverlo.

En la naturaleza las plantas controlan su entorno a través de la produccion y
liberacion de un grupo de moléculas que corresponden a los metabolitos secundarios.
Este fenébmeno conocido como alelopatia fue descrito por primera vez por el cientifico
aleman Hans Molish en 1937. En la actualidad la definicién de Alelopatia aceptada por
la International Allelopathy Society (IAS 1996) es “Todo proceso en el que participan
metabolitos secundarnios producidos por plantas, microorganismos, virus y hongos, con
efectos positivos o negativos, sobre el crecimiento y desarrollo de sistemas agricolas y
biolégicos (excluidos animales) (Kruse et al., National Environmental Research,
Silkerborg, Denmark, 2000)

Los compuestos quimicos con efectos alelopaticos son llamados aleloquimicos

(Olofsdotter et al., Plant Breeding. 2002). La diversidad de aleloquimicos producidos por




plantas varia desde hidrocarburos simples hasta complejos aromaticos policiclicos
(Weston, Agron. J, 1996; Weston y Duke, Crit Rev Plant Sci., 2003), de los cuales se han
identificado cerca de 10.000 de un total estimado de 400.000 (Mattner, Procceding of the
Second Australian Soilbom Diseases Symposium, 2001). Los metabolitos secundarios en
plantas; tales como fenoles, terpenoides, alcaloides, &cidos grasos, esteroides y
poliacetilenos, juegan un papel importante en las interrelaciones alelopaticas,
presentando efectos positivos y negativos. (Rizvi and Rizvi, Allelochemicals, Basic and
Applied Aspects, 1987; Yang et al., Bot. Bull. Acad. Sim. 2004).

Compuestos quimicos con potencial alelopatico estan presentas en casi todas las
plantas y muchos tejidos entre los que se incluyen hojas, tallos, flores, raices semillas y
yemas (Rice, Allelochemicals: Role in Agricultura and Forestry, 1987, Weston, Agron. J
1996), rizomas y polen (Rice, Allelochemicals: Role in Agricultura and Forestry 1987;
Kruse et al., National Environmental Research, Silkerborg, Denmark 2000). Bajo
condiciones apropiadas; estos compuestos son liberados desde la planta al ambiente
(Olofsdotter et al. Plant Breeding, 2002) a través de exudacion radicular, lavado de partes
aéreas, volatilizacion, y liberacion pasiva debido a la descomposicion de residuos
vegetales (Friedman and Waller, Trends in Biochemicals Sciences, 1985; Rice,
Allelochemicals: Role in Agncultura and Forestry 1987, Weston, Agron. J 1996; Nelson,
Agron. J. 1996; Wu et al., Weed Res. 1999; Kruse et al, National Environmental
Research, Silkerborg, Denmark, 2000; Olofsdotter et al., Plant Breeding, 2002; Inderjit
and Duke, Planta, 2003; Weston and Duke, Cnit. Rev. Plant Sci. 2003). (Fig. 1)

La liberacibn de agentes alelopaticos por volatilizacion es importante en plantas
que producen terpenoides. La descomposicion de residuos vegetales libera una gran
cantidad de aleloquimicos, pero la mayoria de ellos proviene del exudado radicular
(Friedman and Waller, Trends in Biochemicals Sciences 1985; Rice, Allelochemicals:
Role in Agricultura and Forestry 1987). La exudacion radicular es afectada por diferentes

factores tales como temperatura, sustrato y enfermedades de! suelos (Kruse et al.,




National Environmental Research, Silkerborg, Denmark, 2000; Singh et al., Cnt. Rev.
Plant Sci.2003). Aquellos compuestos de bajo peso molecular son liberados desde la
planta al suelo, mediante difusion pasiva, mientras que las sustancias de alto peso
molecular (polisacaridos, proteinas, mucilagos) son liberadas utilizando mecanismos de
transporte via vesiculas. El lavado de metabolitos desde las partes aéreas de las plantas
es un mecanismo comun de liberacién y ayuda a controlar fenébmenos de competencia
(Friedman and Waller, 1985; Kruse et al., National Environmental Research, Silkerborg,
Denmark 2000)

Cuando una planta susceptible es expuesta a aleloquimicos, se afecta la
germinacion, crecimiento y desarrollo (Rice, Allelochemicals: Role in Agricultura and
Forestry 1987, Kruse et al., National Environmental Research, Silkerborg, Denmark,
2000; Singh et al., Cnit. Rev. Plant Sci ,2003).

Se han investigado numerosos cultivos en términos de su capacidad alelopatica,
estos incluyen alfalfa (Medicago sativa), cebada (Hordeum vulgare), trebol ( Trifolium spp.,
Melilotus spp.) avena (Avena sativa) pearl millet (Pennisetum glaucum), arroz (Oryza
sativa) centeno (Secale cereale), sorgo (Sorghum spp), girasol (Helianthus annuus),
camote (/lpomoea batatas) y trigo (Trticum aestivum) (Miller, Agron. J. 1996; Weston,
Agron. J 1996; Kruse et al., National Environmental Research, Silkerborg, Denmark,
2000).

Los compuestos con propiedades herbicidas corresponden a una amplia variedad
de estructuras quimicas originadas a través de las rutas metabdlicas del acetato o
shiquimato (Rice, Allelochemicals: Role in Agricultura and Forestry 1987). Entre los
mucho compuestos con propiedades alelopaticas descritos tenemos acidos orgénicos
simples soluble sen agua, alcoholes de cadena corta, aldehidos alifaticos y cetonas,
lactosas insaturadas simples, 4cidos grasos, naftoquinonas, antroquinonas, quinonas
complejas, fenoles simples, flavonoides taninos, terpenocides, amino acidos, alcaloides,

glucosinolatos, entre otros (Rice, Allelochemicals: Role in Agricultura and Forestry 1987,
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Rizvi y Rizvi, Allelochemicals, Basic and Applied Aspects, 1992; Einhellig, Am. Chem.
Soc. Symp. Ser. 582. 1995, Weston, Agron. J 1996) Por las razones expuestas, en la
actualidad existe una gran demanda por nuevos herbicidas que tengan un bajo impacto
ambiental y una alta efectividad.

En el estado del arte previo se describen patentes en las cuales se hace uso de
extractos de plantas utilizados para el control de malezas.

En el documento US N° 6.756.341 se propone un herbicida natural para remover
malezas desde cultivos compuesto por bicarbonato de sodio, cinamon y aroma de trigo.

La patente US N° 6.323.153 presenta un método para controlar la vegetacion
utilizando una composicion herbicida que contiene sales de acidos carboxilicos y
fosfonicos.

El uso de un recurso natural para la obtencién de productos que pueden ser
utilizados en diversos campos, puede provocar la sobreexplotacién y posterior
desaparicion del recurso. Esta dificultad puede ser resuelta mediante el uso de la técnica
de cultivo de tejidos in vitro. Esta técnica permite obtener material homogéneo de manera
continua sin provocar efectos sobre el ambiente.

Chile presenta una abundante flora nativa que ha sido solo parcialmente analizada
respecto de sus propiedades biologicas. Entre estas especies, Pluchea absinthiodes
(Hook, o Tessania absinthioides), es una planta muy comun en suelos himedos y salinos
ya que presenta tolerancia a la salinidad de los suelos. Infusiones de esta planta ha sido
empleada durante mucho tiempo en la medicina popular debido a sus propiedades
anticolesterol (Kurina, ef al, Phytochemistry,1997). La familia Plucheceae esta constituida
por 28 géneros y alrededor de 250 especies. La investigacion quimica de algunas
especies ha demostrado la presencia de un grupo de compuestos denominados
pluchenos, como una caracteristica distintiva (Ahmad, et al, J.Nat Prod. 1992).

El uso de la técnica del cultivo de tejidos vegetales in vitro, con el propésito de

obtener metabolitos secundarios, es conocido en el estado del arte previo.
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En la patente US N 430591, se describe el uso de esta técnica para la obtencion
de material enriquecido en metabolitos secundarios. Mas especificamente, en esta
patente se trabaja en la obtencién de alcaloides, a partir de plantas de Papaver sp. De
igual forma, Kurina et al , (Plant and Cell Report, 2002), describen la obtencién de acido
tessarico a partir del cultivo de suspensiones celulares de Tessania absinthiodes .

Breve descripcién de los dibujos

Las figuras que se acompafian, las cuales se incluyen para proporcionar una mayor
comprension del invento, quedando incorporadas y constituyendo parte de esta
descripcion, ilustran parte del arte previo y una ejecucion del invento, y junto con la
descripcion, sirven para explicar los principios del invento.

La Figura N° 1. Muestra plantulas de P. absinthiodes propagada in vitro.

La Figura N° 2 Muestra efectos de extractos obtenidos de plantas de P.
absinthiodes cultivadas in vivo e in vitro en la germinacién de L. sativum.

La Figura N° 3 muestra los efectos de extractos de P. absinthiodes en el
crecimiento de raices y brotes de L. perenne (ballica).

La Figura N° 4 muestra los efectos de extractos de P. absinthiodes en el
crecimiento de plantulas de ballica.

La Figura N° 5 muestra los efectos de extractos de de plantas in vivo e in vitro de
P. absinthiodes en la germinacion de semillas de tomate.

La Figura N° 6 muestra los los efectos de extractos de P. absinthiodes en la
eficiencia fotosintética de plantulas de ballica.

Descripcién de la invencién

La presente invencion se refiere al uso de extractos vegetales obtenidos desde
plantas cultivadas in vitro, para el control de malezas que afectan a los cultivos. Mas
especificamente se trata de un extracto acuoso obtenido desde plantas de 1 mes de
subcultivo que inhibe la germinacién y crecimiento de malezas tales como ballica, sin

afectar de manera significativa el desarrollo de cultivos de tomate.
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El método para producir material vegetal generador de extractos bioactivos a
partir de Pluchea absinthiodes, comprende |as etapas de
(a) obtencion de tejido vegetal, especificamente brotes jovenes,

(b) cultivo de los brotes en un medio sintetico que induce la proliferacion de

brotes,

(c) recoleccion del material vegetal y

(d) obtencién de extractos activos.

Estos son los extractos que sirven como herbicidas naturales utilizados para

controlar la maleza en cultivos.

De los resultados obtenidos en los ensayos realizados que se detallan a

continuacién se encontré que éstos extractos pueden ser usados para controlar

malezas que compiten con tomate, en condiciones de campo e invernadero
evitando el uso de herbicidas sintéticos que dafian a los trabajadores y al
ecosistema.

Parte experimental

Se cultivaron plantas de P. absinthiodes en frascos de vidrio utilizando un medio
de cultivo Murashigue y Skoog (1960) modificado en una camara de crecimiento a 22
°C y un fotoperiodo de 16 / 8 (luz / oscuridad). Previo a su cultivo, el tejido original fue
desinfectado para eliminar patégenos y luego puesto en los frascos de cultivo. Todo
este trabajo se realizd en condiciones asépticas en una camara de flujo laminar. La
propagacién de P. absinthiodes permitid obtener al cabo de un mes una cantidad de
biomasa significativa. (Fig. 1)

Al cabo de un mes se cosecharon plantulas, y se obtuvo un extracto acuoso que
contenia un rango de concentraciones entre 2 y 20% de peso fresco de tejido (p/v).
Para evitar degradacion de material se utilizé nitrégeno liquido para realizar la molienda.

Con los extractos obtenidos, se evalud la germinaciéon de semillas de Lepidium

sativum (berro), Lolium perenne (ballica). El ensayo realizado consistié en la imbibicion



de las semillas en extractos de diferentes concentraciones y posterior germinacion en
una camara de crecimiento a 25 + 2 °C. Se consideré una semilla germinada cuando la
longitud de su radicula fue = 5 mm. Los resultados mostrados en la Fig. 2 indican que
los extractos de plantas cultivadas in vitro tienes una actividad equivalente al de las
plantas crecidas en condiciones de campo. Al comparar el efecto de los extractos
acuosos sobre el crecimiento de la ralz y el brote en estados tempranos de crecimiento,
se observa un efecto dosis-dependiente (Fig. 3). A una concentracién equivalente al
15% p/v se obtuvé un 85 % de inhibicién de la germinacién (Fig. 3). De igual modo, el
crecimiento de plantulas de ballica fue afectado por la dosis del extracto empleada, esto
es un mayor efecto a mayor concentracidon del extracto (Fig.4). A esta misma
concentracién, el extracto tuvo un menor efecto en la germinacién de tomate,
inhibiéndola solo en un valor cercano al 35% (Fig. 5).

Los extractos analizados también mostraron un efecto a nivel de la fotosintesis.
La eficiencia fotosintética disminuyé con la concentracién del extracto aplicado (Fig. 6),

Extractos con las concentraciones descritas pueden ser usados para controlar
malezas que compiten con tomate, en condiciones de campo e invernadero. Con el
extracto propuesto se evita el uso de herbicidas sintéticos, que ocasionan dafio tanto a

los trabajadores como al ecosistema.

Por otra parte el sistema de cultivo, asegura la disponibilidad de biomasa, sin

afectar a los ecosistemas producto de una sobre-explotacion de la especie.
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Figura 1. Propagacion in vitro de P. absinthiodes.
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Figura 2.
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Figura 3.
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Figura 4,
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Figura 5.
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Figura 6.
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