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CONCURSO NACIONAL DE PROYECTOS
DE DESARROLLO E INNOVACION EN
BIOTECNOLOGIA 2001

FORMULARIO DE. PRESENTACIéN
- " DE PROPUESTAS =
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La propuesta de proyecto debera presentarse en este formulario, en tres
ejemplares (un original y dos copias) y en disquet. Aguellos postulantes que
no cuenten con medios computacionales, pueden transcribir el contenido del
proyecto directamente a este cuadernillo.

Antes de iniciar ia preparacion del proyecto y el ilenado del formulario
se solicita leer con detencion todos los puntos del “Instructivo para la
Presentacion _de Propuestas”, a fin de evitar emores que dificultaran
posteriormente la evaluacion de la propuesta por parle de la Fundacion, o
que puedan ser motivo de rechazo de la propuesta en las etapas de
admisién o evaluacion.

El formulario esta dividido en secciones, que incluyen cierto espacio para la
presentacién de la informacion. Si el espacio en una seccion determinada
no es suficiente, se podran agregar hojas adicionales, identificando la
seccion a la cual pertenecen. Podra adjuntarse ademas cualquier otrg.tipo de

informacion adicional o aclaratoria que se . considere Importa?i@ié'@ﬁféwﬂg\
adecuada descripcion de la propuesta. 4
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BASES {uso intemo) OT 01 A’ ZZ

ENERALES DEL PROYECTO"

NOMBRE DEL PROYECTO:

PRODUCCION DE COMPUESTOS ALELOQUIMICOS EN PLANTAS CHILENAS
CULTIVADAS IN VITRO .

Linea Tematica: FGRlCULTURA | Rubro: FGRICULTURA

Region{es) de Ejecucion: |METROPOLTANA

Facha de Inicio: 20/12/ 2001
DURACION: 43 mesesi
Fecha de Término; | 30/12/2005 i
AGENTE POSTULANTE:
Nombre s UNIVERSIDAD DE SANTIAGO DE CHILE

Direccién - ALAMEDA 3363 Ciudad y Region: SANTIAGO/METROPOLITANA
RUT

Teléfono . 6819037 Fax y e-mail: 6812108

Cuenta Bancaria (tipo, N°, banco):

AGENTES ASOCIADOS: SOCIEDAD DE:DESARROLLO TECNOLOGICO

REPRESENTANTE LEGAL DEL AGENTE POSTULANTE:

Nombre: UBALDG ZUNIGA Q
Cargo en el agente postulante RECTOR:

RUT: Firma . ' RECTOR
Direccion: Alameda 3363 Ciudad y Regi6i;
Fono: 6818728 Fax y e-mail:

COSTO TOTAL DEL PROYECTO
(Valores Reajustados)

FINANCIAMIENTO ISO LICITADO
(Valores Reajustados)

APORTE DE CONTRAPARTE
(Valores Reajustados)
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NOMBRE
GUSTAVO E. ZUNIGA NAVARRO

RUT

AGENTE DEDICACION
UNIVERSIDAD DE SANTIAGO DE CHILE PROYECTO (%/afio)

40%
CARGO ACTUAL CASILLA

PROFESOR JORNADA COMPLETA

40, CORREQ 33

DIRECCION CIUDAD
SANTIAGO

ALAMEDA 3363

FONO 562-6813037 FAX 562-6812108 E-MAIL

gzuniga@lauca.usach.cl

COORDINADOR ALTERNO DEL PROYECTO

NOMBRE RUT

LUIS VILLARROEL

AGENTE

UNIVERSIDAD DE SANTIAGO DE CHILE

CARGO ACTUAL CASILLA

PROFESOR JORNADA COMPLETA 40, CORREO 33

DIRECCION CIUDAD
SANTIAGO

ALAMEDA 3363

FONO FAX EMAIL

562-6811644 562-6812108

villarr@lauca.usach.cl
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Nombre Completo

y Firma

Profesion

obre fos miembros def equipo téchico)

Especialidad

Funcion y
Actividad en el
Froyecto

Dedicacidn
al Proyecto
(%/afio)

Sandra Oreflana

Bioquimica

Bioguimica

Responsable de la
evaluacion de la
actividad alelopstica.
Evaluacion de
actividades
alelopaticas y
antifingicas y

caracterizacion de los

extractos

80

Cristina Vargas

Técnico .

Quimica

Encargada de los
cultivos in vitro.
Cultivo in vifro de
plantas nativas

80

NN

Teststa
Biogquimica

Lic.Bioquimica

Actividad alelopatica

20

NN

Tesista
Quimica

Lic. Quimica

Caracterizacion de
molaculas

20
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(Completar esta seccion al finalizar fa formulacién del Proyecto) |

El objetivo general del Proyecto es desarrollar un programa para la obtencién de
compuestos aleloguimicos en plantas chilenas cultivadas in vivo e in vitro.

Los objetivos especificos son:(i) optimizar metodologias para la obtencién de biomasa
vegetal a partir de especies nativas canelo (Drymis winteri) . pintoa, (Pintoa chilensis), boldo
(Peumus boldus), patagua (Myrceugenia planipis), y plechea (ii) implementar metodologias
para la obtencian de exiractos activos de especies nativas cuitivadas in vitro, (ili) desarroilar
bioensayos para Ia evaluacién de la actividad aleloquimica de los extractos vaegetales
obtenidos, (iv) determinar la actividad slelopatica de los extractos vegetales v) evaluar las
propiedades anfifingicas de los extractos vegetales, (vi) aislar e identificar el o los principios
activos en los exlractos, (vil) transferir la tecnologia desarrollada, y (viii} proteger ia
propiedad industrial de los resultados del Proyecto.

La metodologia comprende:

+ Micropropagacion de explantes hasta obtener coeficientes aceptables de multiplicacion
s Preparacion de exiractos acuosos y organicos bajo distintas condiciones.

» Desarrollo de bicensayos para evaluar las propiedades aleloguimicas de los extractos
Evaluacion de las propiedades alelopaticas de los extractos

Evaluacién de fas propiedades antifungicas de los exfractos.

Cutltivos de Botrytis cinerea y Uncinula necator y caracterizacién fisiolégica y bioquimica
Aislamiento y caracterizacion de los extraclos.

Transferencia tecnoldgica de los resultados.

Proteccidn de resuitados.

* 8 8 & =

Ante una creciente demanda mundial de pesticidas no contaminantes, el Proyecto ofrece
desarrollar biopesticidas patentables, a partir de plantas nativas chilenas cultivadas in vitro,
para proteger la produccidn agricola nacicnal de aquelios agentes que afectan los
rendimientos (malezas, y/o patégenos perjudiciales; B. cinerea y U. necator).

|.os productos del Proyecto son compatibles totalmente con los requisitos de una agriculfura
limpia, propia de los paises importadores de nuestros productos (Estados Unidos, Europa,
Japdn y otros), los mismos que seran préximamente estabiecidos para la realidad chilena
por el Pregrama de Agricuitura Limpia que ha iniciado el SAG.

E! Proyecto fundamenta sus perspectivas de &xito en la capacidad y multidisciplina
necesaria aportada por los investigadores del grupo, quienes han obtenido resultados
alentadores de experiencias previas conducidas en el laboratoric del Director del Proyecto
y en el de su colega alterno.
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4 IDENTIFICACION DE

Se calcula que aproximadamente un tercio de la produccién agricola mundial, es
destruida anuaimente por miles de especies patdgenas y plagas, fanto en condiciones de
terreno como de almacenaje. Para el conirol de estos organismos se utilizan en forma
amplia e indiscriminada los pesticidas sintéticos. Sin embrago, estos causan serios
problemas al ambiente y a ia salud de ia poblacion. Entre éstos problemas se destacan
su toxicidad, polucion de suelos, aguas subterraneas y continentales, y del aire (por
fumigaciones areas) con la clara aparicion de especies resistentes a los pesticidas, lo
cual significa que cada vez se requieren mas grandes dosis para su control,
aumentando los costos de produccién agricola.

Luego es importante la accion de desarrollar nuevas estrategias para el control
de pestes y enfermedades, con un bajo costo e impacto sobre el ambiente. Los
productos derivados de plantas con propiedades adecuadas, pueden jugar un papel en el
desarrolio de tales estrategias, especialmente aquelios productos que puedan ser utilizados
por los agriculftores faciimente.

Nuestro palis posee una rica flora nativa quea es explotada en forma elemental,
exportandose materia prima sin valor mayor agregado y que ademéas se ve expuesta a su
reemplazo por especies de crecimiento mas rapidoe, las cuales, muchas veces sdlo poseen
valor por su madera para el mercado de la construccidn y del papel.

A nivel mundial existe un gran interés en la evaluacion de plantas como fuente de
nuevos compuestos hioactivos. El propdsito de este proyecto es desaroliar metodologias
para la obtencion de compuestos alelopaticos a través de la propagacion jn vitro de plantas
nativas. .

El desarrolio de este proyecto permitira disponer de estrategias para producir
plantas que puedan ser utilizadas como fuente de biomasa para la obtencién de
biopesticidas y/o en programas de reforestacion.
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[.a demanda aciual per producios agricolas de alta calidad y bajos precios, impide la
praclica de la agricultura sostenible. E|l aumento de las producciones agricolas ha ido
acompafiado de la utilizacién masiva y en muchos casos indiscriminada de plaguicidas y
fertilizantes, que han provocado diversos problemas ambientales.

Entre los métodos de prevencién de la aparicibn de malezas, que compiten y
reducen los rendimientos, el uso de herbicidas continda siendo el componente mas
importante a la hora de incrementar el rendimiento de las cosechas. Sin embargo, el uso
cantinuo de agroguimicos en areas de monocuitive ha conducido a la apancién, en varigs
lugares de! mundo de malezas folerantes y resistentes a muchps herbicidas, o que en
definitiva se ha traducido en un aumento en los costos de produccion y mayor impacto
ambiental debido a problemas de contaminacion de sueios y aguas. Una situacién similar
se abserva frente al uso de fungicidas.

Frente a [a prablematica descrita, los productos naturales representan una fuante
ciarta de potenciales productos agroquimicos, debido a su diversidad en estructuras
qufmicas, su accién natural bioldgica especifica y su caracter inocuo sobre el medio
ambiente. Entre las alternativas para el control de malezas destaca {a Alelopatia, que
estudia cualquier proceso que involucre productes naturalas de plantas o microorganismaos,
que afectan el crecimiento y desarrollo de otras plantas y microorganismos. En el campo
agricola, se busca el control de malezas por medio de efectos alelopaticos selectivos, lo que
se ajusta a una visidn moderna y comprometida con el ambients en e manejo de los
ecosistemas agricolas. Las posibles apiicaciones que deriven de los estudios alelopaticos
permitird disefiar metodologias y estrategias encaminadas a la proteccion vegetal, control
integrado de plagas, enfermedades y malezas, control bicidgico, fenémenos de resistencia,
etc.

Chile presenta una flora nativa Gnica y exclusiva, con especies que solo crecen en el
pais, y que puede constituirse en una fuente importante de principios aleloquimicos. Resuita
impartante destacar que nuestro pais pierde cada dia una cantidad importante de recursos
genéticos vegetales, debido a que no existe una politica que estimule la investigacién
destinada a incorporar valor agregado a especies y a la proteccion de ciertos resultados con
valor comercial. Sin embargo, 1a sobre-explotacion de una determinada especie podria
ocasionar su desaparicidn.

Frente a la posibilidades de utilizar comercialmente una especie nativa y de asegurar
la preservacion de un determinado germoplasma, el cultivo de {ejidos vegetales in vitro,
surge como una alternativa viable. En nuestro laboratoric hemos encontrade que mediante
esta técnica es posible obtener de manera eficiente compuestos aleloguimicos a partir de
plantas como el palgui, ruda y chamico El propésite de este proyecto es la Produccion de
compuestos alelopaticos en plantas nativas cultivadas i vitro. El exito de este proyecto
permitira: incorporar valor agregado a plantas nativas producioras de compuestos
aieloguimicos, optimizar metodologfas para producir y/o preservar germoplasma y
finalmente proteger nuestra flora nativa.
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"6 MARCO GENERALDEEPROYECTO!

En 1946, la introduccion del 2,4 D Y el MCPA mostrd a los agricultores el potencial|
de los herbicidas para controlar eficaz y econdmicamente las malezas en cereales. En fa}
actualidad, el mercado mundial ofrece alrededor de 250 ingredientes activos que permiten
el confrol de malezas en cultivos principales y secundarios. La alta eficiencia de los
herbicidas actuales les permite a los agricuitores producir sus cultivos en forma reiterada y
rentable en los mismos terrenos y optimizar sus ingreses. Sin embargo, una de las
desventajas del uso de estos productos es la evolucidn de malezas resistentes.

Comparada con los insectos y patdégenos, las malezas tienen ciclos de reproduccién
relativamente largos, lo que ha contribuido a la evolucion de resistencia a herbicidas. El}
2,4-D ha sido ampliamente utilizado desde 1947. Aunque Hilton (1857} informé el primer
caso de resistencia, cuarenta afos después, se ha reportado resistencia a auxinas
sintéticas para 14 especies (Heap, 1997). El glifosato es el herbicida mas usado en el
mundo, para el cual también se ha informado resistencia (Pratley et al, 1999). Las auxinas
sintéticas y el glisofosfato son ejempios de productos considerados de bajo riesgo en la
evolucion de resistencia a herbicidas. .

Por el confrario, ia primera maleza resistente a fraizinas, Senecio vulgaris sej
encontrd el 1970 y en 1986 ya existian 43 malezas dicotiledéneas y 18 monocotiledoneas
resistentes a triazinas, sobre todo en campos de maiz. A nivel mundial existen mds de 3|
millones de hectareas infestadas con malezas resistentes a triazinas. Esto junto a
restricciones de uso ha provocado una disminucién en su uso.

Un problema bastante serio es el rapido desarrollo de: malezas resistentes a
herbicidas inhibidores de las enzimas acetolactato sintetasa {(ALS) y acetil coenzima-A
carboxilasa (ACCasa). Estos herbicidas son considerados de alto riesgo en fa evoluczon de
ia resistencia.

E! clorsuifuron, primer herbicida inhibidor de la ALS, se comercializd en 1982 y el
primer caso de resistencia, en la Lactuca seriola, se confirmo en 1987 (Mailory-Smith et ai,
1990).

Los grupos quimicos de herbicidas que inhiben la ALS son las sulfonilireas, ias
imidazolinas, las triazoiopirimidinas"‘y los pirimidil benzoatos. Los inhibidores de ALS
representaron un 13% del mercado mundial en 1996 (Saari, 1999). Actuaimente es comun
encontrar malezas resistentes en cultivos de rotacién, en especial si los inhibidores de la
ALS se aplican en culfivos sucesivos. La resistencia a este grupo de herbicidas es la que
aumenta mas rapidamente en la actualidad (Heap, 1997).

Dos grupos quimicos componen los- inhibidores de la ACCasa: los
ariloxifenoxipropancatos (AFP) y las ciclohexanodionas (CHD). Estos graminicidas son
efectivos en cultivos de hoja ancha y en cereales y representan aproximadamente un 6%
del mercade mundial de herbicidas (Saari, 1899). De manera similar a los gue ocurre con
los inhibidores de la ALS, los graminicidas seleccionan rapidamente las poblaciones
resistentes. A la fecha se ha informade de 21 gramineas resistentes, las que constituyen
una seria amenaza en muchas situaciones, pues no se dispone de herbicidas alternativas
con diferentes modos de accidn capaces de controlarlas.

El bromuro de metilo ha sido usado come fumigante durante ios ultimos 60 anos,
debido al amplio rango de pestes que puede controlar. Se utiliza como fumigante en contra
de patogenos (hongos, bacterias y otros patégenos del suelo), insectos, nematodgs,
roedores, etc. Este fumigante se aplica previo a plantar en conjunte con Cloropi ;Ff %m“b
un componente del sistema de manejo de pestes. La mezcla de eslos fur? i}{antes &ijtua G

i é’\

sinérgicamente en el control de patégenos.
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Aunque el bromuro de metilo, es una poderosa herramienta en casos especificos, existen
un gran ngémero de limitaciones técnicas y legislativas que restringen su uso. Es fitotéxico,
el tratamiento con este compuesto genera la produccién del lon bromuro como residuoc.
Este se puede acumular en niveles excesivos y afectar las aguas.

El bromuro de metilo fue clasificado en 1993, como la principal sustancia que afecta ia
capa de ozono segln el Protocolo de Montreal. El Congreso de ios Estados Unidos ha
regufado el uso de este fungicida reduciendo su utilizacidn en los siguientes términos 50%
durante el 2001, un 70% el 2003 y un 100% para el 2005. Esta reduccidn ha generado ya
un aumento en los precios de este producto (impuestos) y [a bisqueda de alternativas gue
puedan reemplazario. Entre las alternativas actuales se utilizan los siguientes compuestos:
metlil isotiocianate (MITC), generadores de MITC y dazomet. También se utilizan,
hidrocarburos halogenados tales como 1,3 dicloropropanc (1,3D) cloropicrina
(tricloronitrometanc) y etilen-dibromuro (EDB). Todos astos compuestos presentan cierto
grado de toxicidad.

Los organofosfatos o carbamatos, utilizados en el control de nematodos son altamente
toxicos (inhibidores de la colinesterasa).

Las plantas superiores son reconocidas como una fuente imporlante de un amplio rango de
aleloquimicos, usados como drogas, pesticidas, saborizantes y aromas. Tradicionalmente
estas sustancias son obtenidas desde planias crecidas en su habitat natural. Desde el
punto de vista comerciai, esto involucra el cultivo a larga escala que se encuentra sujeto a
todas las regulaciones propias de los diferentes paises. (Ej. alcaloides desde Catharanthus
roseus). Si bien, muchos productos vegetales pueden ser producidos mediante la sintesis
quimica, dependiendo de la complejidad de [as sustancias, esta alternativa puede tener un
costo muy elevado o bien ser impracticable.

Ei cultive de tejidos vegefales in vitro representa una alternativa atractiva, bajo ciertas
condiciones como por ejemplo: si la especie resulta dificil de cultivar, si requiere un large
periodo de cultivo, si presenta un bajo rendimiento y si la sintesis quimica no ha sido posible
producto de limitaciones técnicas o si es muy compleja. El rendimiento de principios activos
aobtenidos mediante el cultiva de tejidos in vifro, puede ser significativamente mas alto gue el
observado en condiciones de campo. Esto debido a que las condiciones de cultivo son
optimas y controladas. Utilizando esta tecnologia, se pueden obtener metabolitos de interés,
bajo condiciches controladas y reproducibles, independiente de factores climaticos y
geograficos, y hoy en dia de bajo costo por la utilizacion de bioreactores.

La droga anti-cancer Taxol® (marca registrada por Bristol-Meyer Squibb), es un muy
importante ejemnple de una sustancia a ser producida mediante cultivo de tejidos. El taxol,
fue originalmente aislado de la corteza del arbol Taxus brevifolia, especie de muy lente
crecimiento que crece en las [slas del Pacifico. Para obtener 1gr de droga se requiere Ia
corteza de 1.000 arboles de aproximadamente 100 afos de edad. El desarrollo de
metodologias para el cultivo in vitro de esta especie podria permitir la obtencion de plantas
para ser utilizadas en programas de reforestacién y/o para Ia obtencién de taxol o algan
precursor (Seki et al, 1996).
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En la tabla siguiente muestra el impacto de la biotecnofcgﬂa en el mercado mundial de

| productos guimicos (Millones de US$).

Clase de producto 1985 2000 Biotecnologla (%)
Productos Farmacéuticos

Cardiovasculares 45.000 70.600 40

Anfiinfecciosos 22 000 30.750 30

_Sistemna Nervioso Central 16.900 — _23.100 A b
“Productos Agricolas

Ferlilizantes 34.000 45.000 20

Insecticidas y herbicidas 21.200 31.000 50

_Flantas y gemillas 19.000 26.750 = 75 =
Productos industriales

Aminodcidos 750 500 50

Enzimas industriales i 500 e 700 0 — —

El bosque nativo chileno estd formado por diferentes tipos forestales los que constituyen
algunos de los ecosistemas méas escasos del mundo, como es el bosque valdiviano. Fi
bosque nativo cubre una superficie aproximada de 13,4 millones de hectareas, equivalentes
al 85,9% de la superficie boscosa del pais y al 17,8% de la superficie del territorio nacional.
Las caracteristicas especiales de este recurso forestal constituyen una riqueza de gran
valor no sélo para Chile, sino para toda la humanidad.

Nuestros bosgues nativos ofrecen un amplio potencial productivo maderable de gran
calidad. Ademas, constituyen una importante fuente de trabajo y sustento para la poblacién
rural, ya que proporciona diversos productos, tales como: lefia, forraje, frutos, corteza,
hongos, materias primas para farmacos y tintas, entre ofros. Si bien existe una gran
cantidad de informacion de caracter quimico, ne existe en el pais un programa que asegure
el uso sustentable de nuestra flora.

La actual destruccién de éste recurso es una amenaza gue afecta a todo el planeta ya que
guarda directa relacion con el cambio climatico, extincién de especies de flora y fauna,
pérdida de suelos y nutrientes, sedimentacidn de los cursos de agua e inundaciones.

El cultivo in vitro de plantas nativas constifuye una herramienta de la biotecnologia para el
usos sustentable de la biodiversidad. Nos permitira, por ejemplo seleccionar el mejor clon
de una planta productora de un metaboiito importante, y mediante el cultivo de érganos o
meristemas in vifro, realizar la limpieza del los tejidos dejandolos libres de patdgenos. Con
esto se mejora su calidad para 1a obtencion de productos Gtiles. Estas plantas se pueden
multiplicar para su propagacién masiva en cultivos industriales. Esto introduciria en Chile un
pragrama cuantitativo de uso racional de 12 biodiversidad vegetal.
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7, UBICACION. GEOG RAFICA DEL-PROY
(Anexar ademés un planc o mapa de la ub:cac:én def proyecfo)

El presente proyecto se desarroilara en el Laboratorio de Fisiclogla Vegetal de la
Facultad de Quimica y Biologia de la Universidad de Santiago de Chile, Regidn Metropoiita.
Sin embargo, los resultados obtenidos podran ser utilizados en cualquier parte del pais en
el caso de compuestos bioaclivos y en aquellas zonas donde se requiera de plantas nativas
para programas de reforestacion.
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Generar un programa para la obtencién de compuestos aleloquimicos en plantas Chilenas
cultivadas in vivo e in vitro.

1. Evaluar actividad alelopatica en canelo (Drymis wmren) pmtoa (Pintoa ch:!ens:s) |
Patagua { Myrceugenia planipis), boldo (Peumus boldus) y Pluchea (Pluchea
absintiodes)

2. Optimizar mefodologias para fa obtencion de biomasa vegetal a partir de las especies
nativas canelo (Drymis winteri), pintoa (Pinfoa chilensis), Patagua ( Myrceugenia
pianipis), boldo (Peumus boldus) y Pluchea (Pluchea absintiodes)

3. Implementar rnetodologfas para la obtencién de extractos bloactwos en {as especies

nafivas cultivadas in vitro

Desarrollar bicensayos para la evaluacién de la actividad aleloquimica de extractos

obtenidos.

Evaluar las propiedades alelopaticas de los extractos

Evaluar las propiedades antifingicas de los extractos.

Aislar e ldentificar el o los principios activos en los extractos

Proteger ia propiedad industria} de los resultados del Proyecto.

Transferir [a tecnologia desarrollada a pequefios industtiales

0. Etaborar informe final del proyecto

E

Metas del Proyecto:

1.- Obtener antifingicos organicos conira botrytis y U.nacator

2.- Desarroliar tecnologia para instalar en Chile una industria de extractos alefoqulmicos
3.- Crear una banco de gemmoplasma de plantas productoras de alelogquimicos

4 .- Recopilar informacion y antecedentes y Editar un libro sobre produccidn de
aleloquimicos y su utilizacién

5.~ Realizar un encuentro nacional de Investigadores y Agrictitores entomo al debate de
utilizacidn de alelogquimicos versus agroquimicos .
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FEME TODQLOGIANPROCEDIVIENTO e T
(Describir en detalle Ia mez‘adofogla y pmced:m:entos a utmzar en la ejecuc;ién def
proyecto)

1. Obtencion de plantas. Las plantas seran obtenidas desde su habitat natural y
mantenidas en condiciones de invernadero. Se utilizaran las siguientes especies vegetales
que en condiciones de laboratorio han mostrado una buena actividad pesticida en
investigaciones anteriores: Drymis winteri (canelo), Peumus boldus (boldo) especie que
presenta una interesante actividad alelopatica in vivo, y de la cual se extrae la boldina que
presenta propiedades antioxidantes importantes. Fintoa chilensis, especie nativa de las
regiones lll y IV y que de acuerdo ai catastro de la CONAF es considerada una especie rara
y producto de la sobreexplotacion se encuentra desaparecida. También se utlizaran
Patagua y Flechea absintiodes (Plechea), especies con propiedades alelopdticas muy
significativas.

2, Cultivo in vitro de plantas.

2.1. Obtencién de explantes

Se utilizaran diferentes muestras de tejido vegetal de cada una de las especies
seleccionadas en el proyecto. Les tejidos seran desinfectados superficialimente mediante su
incubacion en sofuciones de cloro comercial durante 10 minutos y fluego lavados con
abundante agua destilada estéril.

2.2..- Pruebas con diferentes medios.

Los explantes seran incubados en medios de cultivo sintéticos ricos en sales
minerales vitaminas, fuente de carbono. Como base se probaran los medios de cultivo
Murashige y Skoog {MS) y Woody Plant Medium (WPM) (Smith, 2000) . Los medios seran
suplementados con frecuentes combinaciones de reguladores de crecimiento (auxina y
citoquinina). Los frascos de cultivo serdn incubados en camaras de crecimiento
especialmente construidas, donde son reguladas [as condiciones de luz, temperaiura y
humedad. Se realizaran estudios tendientes a evaluar los efectos de tas modificaciones de
las condiciones de cultivo sobre la el crecimiente de los explantes vegetales. |

2.3, Subcultivo de fas especies

Las especies con actividad pesticida {alelopatica y fungicida) seran subcultivadas en
forma periddica dependiendo de la tasa de crecimiento de las especies. Esto a fin de
disponer de la bicmasa vegetal necesaria para la produccion de los extractos para los
ensayoes

2.3 Uso de bioreactores.

Se utilizara un sistema basado en la técnica de inmersion temporal que permite la
propagacién de plantas por organogénesis. Este sistema entrega la posibilidad de aumentar
el volumen de biomasa en forma significativa. Se prepararan frascos de 1 L a los que se
incorporara aproximadamente 800 ml de medio de cultivo. En este sistema se incorporaran
explantes (10 brotes). Al frasco se insuflara aire estéril a fin de permitir |a constate
disponibilidad de oxigeno en la solucién. El sistema se mantendra en cém{zga%\w __

crecimiento bajo condiciones confroladas de luz y temperatura.
fL_ ] 4
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3. Evaluacion de propiedades aieloquimicas
3.1. Obtencion de extractos

3.1.1. Obtencion de extractos acuosos
La obtencion de extractos se hara utilizando ias siguientes metodologias:

a) Planta completa: Las plantuias para iniciar las actividades serdn obtenidas desde
viveros comerciales. A partir de hojas de estas plantas se obtendran infusiones y
extractos previa molienda en nitrogeno liquido. La identificacion exacta de las especies
adquiridas se realizara con la ayuda de Personal del Museo de Historia Natural.

b} Plantuias in vitro. Para plantulas obtenidas de los cultivos “in vitro”, consistentes en
hojas y tallos, se realizardn extracciones por inmersion en agua fria por 24 horas.

c) Planta molida:

El tejido de plantas in vivo e jn vitro, se congelard en nitrogeno liquido y se molerd en un
mortero en presencia de agua. E! solvente serad eliminado por evaporacién a presion
reducida, los extractos se pesardn y se guardaran en un refrigerador a 0 °C. A cada extracto
se le determinara su actividad alelopatica y antifingica.

3.1.2 Cbtencion de extractos organicos

Las plantulas serdn sumergidas en un solucion alcohdlica (85%) durante 24 hrs.
Adicionalmente, se moleran en presencia de nitrégeno liguido y se extraeran con las misma
Jsolucion alcohdlica. A estos sxiractos se les determinara su actividad alelopdtica y
antifingica.

3.1.2. Estandarizacion de los extractos.

Con el propésito de disponer de extracios equivalentes en términos de su
campaosicion, estos serdn estandarizados utilizando la técnica de cromatografia liquida de
alta eficiencia (HPLC), que permite comparar los principales componentes existentes en la
muestra. La estandarizacién se haréd en funcitn de el componente mayoritario presente en
la muestra.

3.1.3 Fraccionamiento de los extractos.
Los extractos se fraccionaran por columnas cromatograficas rapidas, utiizando
solvenies de diferente polaridad, como hexano y mezclas de hexano y acetato de etilo y
etanol. Para ello se utilizara la técnica de Cromatografia Liquida a Presion Reducida (CLPR)
que permitira obtener mezclas de compuestos menos complejas que los extractos
originales. Cada una de estas sub-fracciones se concentraran a presién reducida, los
extractos se pesaran y se guardaran a 0°C. Las sub-fracciones seran analizadas por
cromatografias en capa fina analitica (CCF) en diferentes sistemas cromatograficos. A cada
sub-fraccién se le medira su actividad antifungica y antimicrobiana. Aquelias sub-fracciones
de mayor actividad, se seleccionaran para una posterior separacién y purificacion de sus
componentes activos. o

RN
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3.1.4 Purificacion de los extractos.

Las sub-fracciones mas activas, se purificaran por técnicas cromatograficas (capa
fina preparativa, liquida de alta eficiencia). La determinacién estructural de cada compuesto
aislado se realizara por andlisis espectroscépico, UV, IR con TF, RMN de 'Hy "°C mono y
bidimensional , por espectrometria de masas de alta y baja resolucién, si fuese necesario,
Los compuestos purcs seran svaluados como agentes alelopéticos y/o antifangicos.

3.2. Evaluacion de las propiedades alelopaticas

3.2.1. Evaluacién en Semillas . Para estudiar las propiedades alelopaticas de los extractos,
se utilizaran semilias de mono y dicotileddneas, de acuerdo metodologias descritas en fa
literatura.
Monocotiledéneas: Liliaceae: Allium cepa: Cebolla

Gramineae: Triticum aestivum, Trigo

Hordeum vulgare, Cebada

Dicaotileddneas: Cruciferae  Lepidium sativum , Berro

Compositae Lacluca sativa Lechuga

Solanaceae Lycopersicum esculentum, Tomate

Umberliferae Daucus carota, Zanahoria

3.2 2. Efecto de lfos extractos sobre {a germinacion de semilfas.

En placas Petri de 14 cms de diametro, cubiertas con papel filtro Watman N° 1, se
colocaran 10 semillas previamente desinfectadas de las especies indicadas en el punto
3.2.1. Las placas seran puestas en una cdmara de crecimiento a 24+ 2 °C y un fotoperiodo
de 16/8 hrs. luz/ oscuridad. Cada ensayo se realizard por triplicado. Se considerarad como
indicador de germinacién aquellas semillas cuyo crecimiento radicular sea igual o superior a
0,5 cm. ,

3.2.3. Efecto de los extractos sobre 1a g-amilasa

3.2.3..1. Ensayo de placa Petri:

Serdn embebidas mitades de semillas de cebada con embridn, por 48 horas en
extractos aielopdticos al 4%p/v, agua o acido abscisico (ABA en concentraciones de 107 a
10 M). Luego, las semillas se sembraran en placas Petri preparadas con 15 mL de solucidn
jagar almidon (1%pf/v en extracto, agua o ABA) Cada placa con 10 semillas cerrada
herméticamente, se incubara en una camara de cultivo a 25°C y con un fotoperiodo de 16/8
thoras iuz, duranie 24 hrs. Finalmente, se retiraran las semillas y se revelaran las placas con
lugo! (6ar Kl mas 800 mg I en 100 mL de agua).

El paramefro a determinar es el efecto de los extractos sobre la actividad de ia
enzima a-amilasa serd en funcidn del diametro del halo que indica la degradacién de
almidén por ia enzima.

—
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3.2.3.2. Analisis espectrofotométrico

Seran maceradas semillas de cebada {previamente embebidas durante 48 horas, en
frio en CaCl, 5mM en una proporcién de 0.5:5 {gr/mL). El macerado serd filtrado y
centrifugado a 12.500 rpm durante 15 minutos. E! sobrenadante se utilizard como extracto
enzimatico. La mezcia de reaccidon para evaluar la actividad enzimatica contendra 100 uL
del extracto enzimatico y 400 ul. de agua. La reaccidn se iniciard al agregar 500 plL de
solucion A {60 mM NaOAc, pH 4.8; 0.03 %p/v almidén p.a.; 60 mM NaCly 20 mM CaCl) y
se detendra al adicionar 500 pl de solucidn de lugol, luego de un periodo de incubar 5
minutos a temperatura ambiente. Para evaluar el efecto de los exiractos se agregara a la
mezcla de reaccion diferentes volumenes de extracto (10-50 pl).La actividad enzimatica se
expresara en base al consumo de almidon{ug) por (minutc y mg de proteina), al determinar
la absorbancia del complejo almidén-lugol a 620 nm.

3.3.- EFECTO DE EXTRACTOS SOBRE EL CONSUMO DE OXIGENO EN
MITOCONDRIAS DE CEBADA:

3.3.1 Obtencién de suspension mitocondrial de plantas de cebada:

Esta suspension sera preparada seglin el método descrito por Aranda vy
colaboradores (1983), utilizando plantas de cebada crecidas a 25°C y en oscuridad para
evitar desarrollo de cloroplastos. Las plantas de 15 dias seran maceradas en frio con buffer
de extraccidn (0.25 M sacarosa, 1mM EDTA, 2 mg/mL de BSA y 10 mM Tris-HC!, pH 7.6),
en una proporcién 1:5. El extracto obtenido se filtraréd y centrifugara a 2.000 g por 15
minutos. El sobrenadante se centrifugado nuevamente a 10.000 g por ofros 20 minutos. La
pella resultante se resuspenderd en buffer de resuspension mitocondrial (0.25 M de
sacarosa, 10 mM KC1, 5§ mM MgCls, 10 mM NaH.PQO4/Na-HPO,, pH 7.4).

3.3.2 Determinacién de consumo de oxigeno:

El consumo de oxigeno se determinara utilizando un electrodo de Clark durante 15
minutos a temperatura de 30°C. La mezcla de reaccion contendra una cantidad de
proteinas y buffer de resuspension mitocondrial. La reaccidn se iniciara al agregar 60 pl de
NaDH 1 mM.

El efecto de los extractos alelopaticos al 4 %p/v y 1mM KCN fue evaluado en forma
similar al protocolo antes mencionado pero con 100 ul del extracto o 100 plL de KCN (contrel
positivo). Ef consumo de oxigeno se determinara segun la siguiente expresion:

{ Consumo de oxigeno = (M x 8) / {100 x P)| (umotes x min™ x mg "'prot).
Donde:
M = pendiente inicial de ia curva trazada por el oxigrafo expresada como una diferencia
porcentual de contenido de O, por minuto.
S = sclubilidad del oxigeno en tampén mitocondrial equivalente a un 100 % ¢0.223 mM a
30°C).
P = concentracién de proteinas {mg/mL).

La concentracidon de profeinas sera determinada mediante meétodo de Bradford
modificado usando una solucidn de BSA estandar 1mg/mL.

TR T = L LR e LR
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3.4.- Efecto de extractos sobre la reaccion de Hiil:

Se macerardn 10 gramos de hojas de espinaca en frfo con 20 mL de 0.5 M sacarosa-
y 3 mL de 0.1 M buffer NaH,PO,/Na;HPQ,; pH 6.5. El macerado sera filtrado y luego,
centrifugado a 5.700 rpm por 3 minutos. El sobrenadante se centrifugara otra vez a 12.700
rpm por 7 minufos. La pella resulianie se resuspenderd en 20 mbL de 0.1 M buffer
NaHPO/NaHPQ,, pH 6.5 en frio. La suspensidon de cloroplastos se guardara en hielo y en
oscuridad. _

La mezcla de reaccién contendra 1 mL de NaH,PO./Na,HPO, pH 6.5, 2 mL de agua
y1mbLde25 x10™“M DCPIP (2,6-diclorofenol indofenol). La reaccion se iniciara al adicionar
1 mL de suspension de cioroplastos y se seguira el avance de la reaccion
espectrofotométricamente, previa iluminacién de los tubos cada 15 segundos durante 75
segundos, :

La reaccién de Hiil se evidencia a fravés de la foforeduccién del DCPIP a 600nm,
pot parte de los cloroplastos ilurninados..

El efecto de los extractos alelopaticos al 4 %p/v y de un herbicida sera evaluado en
forma similar ai protocolo antes mencionado.

3.5.- Actividad de jos extractos alelopaticos sobre malezas:

Semillas desinfectadas de diferentes malezas (Gallega oficinailis, seran embebidas
en agua {control) ¥ en extractos crudos de plantas in vifro (tratamiento) durante 2 horas.
Luego, las semillas se sembraran en placas de germinacién siguiendo similar protocolo que
en punto 4. Se consideraran semillas germinadas aquellas que presenten un desarrollo de
la radicula > que 0.5 cms, a las 72 horas de realizado el ensayo. Las placas selladas fueron
incubadas en una camara de cultivo a 25°C y fotoperiodo de 16/8.

3.6 Evaluacidon de las propiedades fungicida.

Se realizaran muestreos en vifiedos de Ovaile, Melipilla y Curicd a fin de obtener
cepas de B.cinerea y U.necator. De cada aislado se obtendran muesiras gque seran
cultivadas segun los requerimientos de la especie.

3.6.1.- Cepas de B. cinerea.

En este estudio se utilizard como control en {a caracterizacién de las cepas aisladas,
la cepa U29 de B. cinerea, esta cepa fue aislada de uvas infectadas por el hongo y fue
purificada de manera que [a cepa utilizada proviene de un conidio

3.6.2.- Crecimiento y mantencion del hongo

El hongo serd crecido en el medio de cuitivo agar papa-dextrosa y sera mantenido
en tubos inclinados con agar papa-dextrosa. Para la obtencién de esporas las placas seran
incubadas a 10 ¢m de distancia de tubos fluorescentes F15T8 BLB con un aspectro de
emisién de 310410 nm. Se realizardn subcultivos periddicos a fin de mantener ei hongo
activo. : i

3.6.3 Cepas de U.necator _
Debide a que el honge es bidtrofo obligado, el efecto de los ex
determinado solo en experimentos in vivo.

3.6.3.1.- Cepas de U. necator ___
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Los aislados que se ufilizaran en este estudio seran obtenidos de hojas o tallos de
parras o uvas contaminados con el hongo de cada uno de los sitios de colecta

3.8.3.2.- Crecimiento y mantencion del kongo

En el laboratorio el hongo se inoculard en hojas de parra jovenes, las que seran
desinfectadas superficialmente con una solucidon de hipociorito de sodio al 10%. Las hojas
seran colocadas en placas Petri sobre agar-agua. Se incubara a 22°C. Cuando la hoja se
encuentre completamente cubierta por el micelio del hongo, éste se traspasara a otra placa
de Petri que contenga hojas de parra

3.7.- Actividad antifingica in vitro y citotoxicidad de los extractos..
En los experimentos jr vitro se evaluara el efecto sobre el crecimiento del micelio v
sobre la germinacién de los conidios.

3.7.1.- Evaluacion in vitro del efecto de los extractos

3.7.1.1. Sobre el crecimiento de B, cinerea.

Para realizar estos experimentos se preparard placas Petri que contengan el medio
de cultive agar papa-dextrosa y los extractos solubles en una concentracion de 10 mg/ml.
Se inoculara al centro de la placa micelio del hongo y se medira el didmetro de crecimiento
del micelio diariamente. Como controles se usara placas de cultiva que contengan agar
papa-dextrosa en ausencia de los extractos. Cada expenrnento se realizara al menos en
quintuplicado

3.7.1.2. Sobre la germinacion de los conidios de B. cinerea.

Para determinar el efecto de jos extractos sobre la germinacion, los conidios seran
resuspendidos en el medic de cultivo liquido papa-dextrosa en presencia de los exiractos
en una concentracion de 10 mg/ml. Los conidios resuspendidos seran incubados a 22 °C
y se determinara la cinética de germinacion. Como control se determinara fa cingética de
germinacion de los conidios resuspendidos en medic de cultivo, pera en ausencia de los
extractos.

3.7.1.3. sobre el crecimiento de U. nenaior. )

La capacidad de (. necafor para producir iesiones en hojas de parra sera
determinada de la siguiente manerz: las hojas desinfectadas seran rociadas con una
solucion que contenga los extractos en una concentracion de 10 mg/ml. Las hojas seran
inocufadas con una suspensidén de conidics, en una concentracion de 1x10° conidios/mi y
se incubaran a 22°C en cAmaras hdmedas. Al cabo de un tiempo se determinard el
diametro de ia lesidén producida. Como control se utilizara hojas que no hayan sido tratadas
con los extractos.

3.7.3.- Determinacion de la actividad citotéxica

Se seguirad el protocolo “Test de control de citotoxicidad en cultivos celulares” en
“Cultivos celulares” escrito por la Dra. Marcela Aranda en un Manual del Institulo
Bacterioldgico de Chile, 1979. En este protocolo se determina fa actividad citotdxica
incubando un cultivo celular (células Verp) con distintas cantidades de compuesto o

extracto. Se analiza en el tiempo el crecimiento celular midiendo el nimero de céldlas .y}

relacicnandolo con el crecimiento del cultivo celular en ausencia del compuesto b extractn
con el respectivo control del solvente utilizado.

Tt TR TR T T Lo
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| las plantas seleccionadas

Especif. N® Inicio Término
(meslAiio) | {mes/Aio)
1 1 Inicio del proyecio 12/2001
1 2 Produccidn de compuestos alelopaticos | 12/2001 1212005
3 Evaluacién de la actividad alelopética en | 12/2001 0372002
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Ndimero

Fecha

Deseripcion Fecha
Especif. N° N° Inicio Término
| (mes/Afio} | {(mes/Afio)
2 1 Determinar medio de cultive adecuado 0372002 08/2002
para gbtener cultivas in vitro de las
especies
2 Bilisqueda de las condiciones adecuadas | 03/2002 03/2002
para la obtencién de biomasa, con aito
rendimiento.
3 Produccion de biomasa mediante el uso 04/2002 12/2005
de bioreactores
4 Subcultivo de las especies 0412002 12/2005
3 1 Cbtencion de extractos bioactivos. 04/2002 12/2002
Efecto de solvente.
2 Obtencion de extractos bivactivos. 0442002 1252002
Efecto de pH
4 1 Ensayo de Germinacion 04/2002 12/2002
2. Ensayo sobre enzimas 0672002 01/2003
3 Respiracion en mitocondrias aigladas 08/2002 0872003
4 Fotosintesis- Reaccion de Hill 10/2002 08/2003
5 1 Efecto de extractos acuosos de 04/2002 01/2005
diferentes especies sobre Ia germinacion
2 Efecto del pH sobre la actividad de 0472002 01/2005
exfracfos ¢n la germinacién
3 Efecto de extractos organicos sobre la 04/2002 01/2005
germinacion
4. Efecto de extractos sobre la actividad de | 06/2002 03/2005
la c-amilasa .
8 1 .{Realizar tailer N° 4 07/2002 0772002
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Fecha

Descripcién Fecha
Especif. N° N° Inicio Término
(mes/Aiip) | (meslAfic)
2 3 Produccion de biomasa mediante el uso | 04/2002 12/2005
de bioreactores
4 Subcultivo de las especies 04/2002 12/2005
4 2. Ensayo sobre enzimas 0472002 07/2003
3 Respiracion en mitocondrias aisladas 06/2002 08/2003
4 Fotosintesis- Reaccion de Hill 10/2002 08/2003
5 1 Efecto de extractos acuosos de 04/2002 0172005
diferentes especies sobre la germinacién
2 Efecto del pH sobre Ia actividad de 04/2002 01/2005
extractos en la germinacién
3 Efecto de extractos organicos sobre la 04/2002 0112005
germinacion
4. Ffecto de exiractos sobre la actividad de | 06/2002 03/2005
la az-amilasa
5 Efecto de los extractos sobre la 08/2002 06/2005
respiracion '
6 1 Aisiamiento de cepas de Botrytis cinerea| 10/2003 1172004
2 Cultivo de B. cinerea en condiciones de 10/2003 1212005
Laboratorio :
3 Efecto de extractos sobre B. cinerea in 11/2003 0Br2005
vitro
4 Efecto de extractos sobre B.cinerea in 11/2003 1212005
vivo
5 Efecto de extractos sobre U, necator 11/2003 1212005
8 1 Realizar taller N° 2 11/2003 1172003
7 i,
;},:;,’g ,,:2 -:-.i?
)




$3) GOBIERNO DE CHILE
FLINDFACICH PARS, LA
WINCAWACION AGESTTA,

Objetivo

“Actividad

Numero

T Ca
Pagina

23

art ' Gantt'r'néﬁlsu._fgl_ -pé—'{:_a la . .

Descripcién Fecha Fecha
Especif. N° N* Inicio Témmino
: {mes/Aio) | {mesfAfio)
2 3 Produccion de biomasa mediante el uso | 04/2002 1212005
de bioreactores
4 Subcultivo de las especies 04/2002 1212005
8 2 Efecto del pH sabre la actividad de 0442002 0112005
extractos en la germinacion
3 Efecto de extractos orgénicos sobre la 04/2002 01/2005
germinacién
4, Efecto de extractos sobre la actividad de | 04/2002 0372005
la a-amilasa
5 Efecto de los extiractos sobre la 0812002 06/2005
resgpiracion
6 Efecto de los exiractos sobre la 08/2002 0612005
fotosintesis
7 Efecto de extractos sobre malezas 0172004 06/2005
8 Efecto de extractos sobre el crecimiento | 01/2004 0672005
de plantas indicadoras
6 1 Aislamiento de cepas de Botrytis cinerea| 10/2003 1172004
2 Cultivo de B. cinerea en condiciones de 1072003 1212005
, Laboratorio :
3 Efecto de extractos sobre B. cinrereain | 11/2003 0812005
vitro
4 Efecto de extractos sohre B.cinerea in 11/2003 1212005
vivo
5 Efecto de extractos sobre {J. necator 1152003 12i2005
8 1 Taller 3 1072004 10/2004
2 Curso 05/2004 05/2004
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Gantt mensual para |

Objatwo " - Descripcién ) ) ' Fecha Fecha

Especif, N* N° Inicio Término
2 3 Produccion de biomasa mediante el uso 0472002 1212005
de bioreactores
4 Subcultivo de las especies 0412002 12/2005
5 2 Efecto del pH sobre la actividad de 0472002 0112005

extractos en la germinacion
3 Efecto de extractos organicos sobre la 04/2002 0112005

germinacion

4. Efecto de extractos sobre la actividad de | 0412002 03/2005
la c-amilasa

5 Efecto de los extractos sobre la 0872002 06/2005
respiracién

8 Efecto de los extractos sobre la | 0812002 06/2005
fotosintesis '

7 Efecto de extractos sobre malezas 0172004 06/2005

8 Efecto de extractos sobre el crecimiento | 01/2004 06/2005
de plantas indicadoras

6 2 Cultivo de B. cinerea en condiciones de 1012003 1212005
l.aboratorio
3 Efecto de extractos sobre B. cinerea in 1112003 0872005
vitro
4 Efects de axtractos sobre B.cineraa in 1112003 1212005
vivo
5 Efecto de extractos sobre /. necafor 1412003 1212005
8 1 Taller 4 1012005 1072005
9 1 Patentar resultados 0372005 12i2005
10 1 Elaborar informe final 1212005 04/2006
,*’u .
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N° Final Meta Plazo
(mes/Aio)
Medios y condiciones Especies 6 3 06/2002
1 para la propagacion in micropro-
vitro de plantas pagadas
2 Extractos bivactivos N° de 6 3 08/2002
_ extractos
3 Bioensayos adecuados N° de 5 3 03/2003
para evaluar actividad de | bioensayos
extractos disponibles
4 Extractos alelopaticos N° de 5 3 1212003
extractos
alelopéticos
Extractos Antifingicos N° de 5 3 12i2004
5 extractos
antifiingicos
Moléculas bioactivas Cantidad de 10 10 12/2004
6 molécuias
Talleres de transferencia % de 4 2 Dici2004
7 tecnologica asistencia a
: los talleres
8 Patentes de extractos yfo N° de 3 3 12/2005
pracedimientos patentes
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Resultado Indicador Parcial
N° N° ) Final Meta Plazo
(mesiAiia)
1 1 |Actividad alelopatica en N° de 4 4 0312002
plantas plantas
alfielopatic
as
1 |Medios adecuados N° de
2 plantas 6 2 05/2002
micropropa
gadas
2 |Condiciones adecuadas N° de 7Tlexplante | 7/expla | 05/2002
plantulas X mes nte
3 |Produccion acelerada N° de 100/explan | 100/ 1272003
plantulas texmes [exp. X
, mes
1y 2 | Extractos bioactivos N°® de 5 3 12/2003
3y4 extractos
4 2, 3, | Ensayos adecuados N° de ' 4 4 12/2003
4 ensayos
5 1-4 |Extractos alelopaticos N° de 5 2 12/2003
extractos
1-6 |Extractos antifingicos N°® de 5 2 12/2004
6 extractos
1-3 | Moléculas bioactivas N° de 5 2 1212004
7 moléculas
8 1 | Transferencia efectiva N° de 4 1 10/2005
talleres
9 1 |Patentes N° de - 3 1 1212005
patentes
10 1 |!nforme Final informe 1 1 04/2006
(""____"‘"--.._
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12.1. Econémico

El principal impacto al desarroliar aste proyecto sers el desarrolio de agroquimicos que
permitiran disminuir ef uso de pesticidas quimicos que provocan una serie de problemas
ambientales y de salud.

A nivel mundial exaste una gran demanda por |a blisqueda de altemativas que permitan
el reempiazo del bromuro de metilo.

La agricultura organica requiere de nuevos pesticidas que presenten un bajo impacto
ambiental. En nuestro pais la superficie dedicada a la agricultura organica ha
aumentado de manera significativa en los Ultimos afios

Los extractos producidos en este proyecto permitiran el desarrollo de nuevos negocios
asociados a la agricultura.

En el campo especificos de los herbicidas y fungicidas, nuestros resuliados prefiminares
nos permiten proponer que desamollaremos compuestos capaces de controlar malezas
y hongos fitopatégenos que afectan diferentes procesos productivos, como por ejemplo,
fa produccion de uva.

51 solo dimensionamos el impacto que podna tener este proyecto en relacién al cultivo
de vides, se puede mencionar los siguiente;

Existen alrededor de 140.000 hectareas en el pais

En la temperada 2000-2001 se exportaron 69.193.805 cajas, [0 que crgino un retorno
por sobre los US$ 1.000 millones.

Las vides son atacadas por hongos B.cinerea y U. necator que provocan pérdidas
cercanas al 10%. Este porcentaje podria ser disminuido en alrededor de un 7%,
originade un ahorro anual de US$ 70 millones.

Los extractos podran ser utilizados en todos aquellos cultivos en los que se utiliza el
bromuro de metilo.

Disminuira el cosfo de 1a prevencion y curacién de mtoxwacmnes, enfermeadades y
malformaciones asociadas al empleo de agroquimicos (Existe una gran cantidad de
evidencia sobre los efectos negativos de cierfos agroquimicos en la Vi Region)

Se podra ufilizar nuestra flora nativa, sin afectar los acosistemas agregando valor a
productos que se exportan en !a actualidad solo como materia prima.

Los productos gue se obtengan en este proyecto podran ser patentados Nacional e
intemacionaimente.

T T T
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12.2. Saocial

En un estudio realizado por el Instituto de Salud Publica durante el afla 2000, se comprobo

que:

e el 21% de las frutas y verduras que consumimos los chilenos, presentan residuos de
plaguicidas.

¢ E! 4% de las muestras contenia restos de piaguicidas autorizados en Chile, pero en
concentraciones superioras a la autorizadas.

» Un 9% de los alimentos contenia Etilparatian, p!aguicicia prohibido en Chile desde 1999
Un 8% contenia Mevinfos, prohibido desde 1994."

Un 79% de las muestras contenia algun tipo de residuo, el 21% de elios era de
plaguicida.

A través de este proyecto se disminuira el costo de la prevencion y curaciéon de
intoxicaciones, enfermedades y malformaciones asociadas al empleo de
agroquimicos.
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Las normas que regulan el fema de los biofungicidas en Chile son las siguientes:

Decreto Ley N° 3.557 del Ministerio de Agricultura , Titulo Ill “Fabricacidn, comerc;a!tzacvbn y

aplicacitn de plaguicidas y fertilizantes”; Parrafo 1° “De los plaguicidas”.

+ Resolucién N° 940 que establece normas para la evaluacién y autorizacién de
plaguicidas.

 La Resolucion N° 940 seflala que corresponde al SAG regular, restringir 0 prohibir la
tabricacién, importacion, distribucion, venta y aplicacion de plaguicidas. La evaluacién
integral de los mismos deberd contar con la parlicipacién del Ministerio de Salud y de la
Comisién Nacional del Medio Ambiente, integradas en el Comité Asesor del SAG para la
Evaluacidn de Plaguicidas de Uso Agricola.

+ La norma sefiala que piaguicida es un compuesto gquimico, organico o inorganico, o
substancia natural que se utilice para combatir malezas, enfermedades o plagas
potencialmente capaces de causar perjuicios en organismos u objetos. Se entendera
cada producto formulado y fa substancias activas con que se formulan, con aptitudes
insecticidas, acaricidas, nematicidas, molusquicidas, rodenticidas, lagomorficidas,
avicidas, fungicidas, bactericidas, alguicidas, herbicidas, defoliantes, desecantes,
fitorreguladores, coadyuvantes, antitranspirantes, atrayentes, feromonas, repelentes, y
otros que se empleen en las actividades agricolas y forestales.

# La misma norma sefiala que séio se podra fabricar, importar, distribuir, vender o aplicar,
piaguicidas de uso en agricultura autorizados por el Servicio. La autorizacidon no
consfituira propiedad del plaguicida ni de la substancia activa que contiene. La
autorizacién se otorgara previa evaluacion favorable del SAG, realizada en conformidad
con la Resoiucion 940. Dicha autorizacién deberd ser solicitada ‘al SAG por una persona
domiciliada en el pais y que cuente con fa asesoria de profesionales con calificacién en
las disciplinas que se relacionen con el uso de plaguicidas, y contener la informacién
que la misma resolucién sefiala en el punto 28.

La autorizacién de una plaguicida podra ser definitiva o experimentai.

» Sera definitiva para los plaguicidas cuyo usos hayan sido comprobados en el pais y
tendra una duracién de cinco anos renovables por periodos iguales. Se considerara uso
comprobado para los plaguicidas, el ensayo oficial realizado en el pals por Estaciones
Experimentales autorizadas por el SAG o cerlificada su eficacia por profesionales
debidamente acreditados por este y siguiendo sus protocolos. La autorizacion sera
experimental para ios plaguicidas cuyos usos no haya sido comprabados en el pals en
la forma sefalada anteriormente y tendrd una vigencia de cinco afios renovables por
pericdos iguales,

« Mientras el plaguicida cuente con autorizacion expenmentai no podra comercializarse y
sdlo podra usarse en Estaciones Experimentales autorizadas por el SAG, bajo
protocolos establecidos por este. Podré solicitarse la autorizacion definitiva antes del
término del plazo, para los usos cuya eficacia haya quedado demostrada con la
experimentacion realizada. Para la autorizacion definitiva deberan obtener autorizacion
definitiva de acuerde con el protacolo establecido por ef SAG

« La informacién cientifica proporcionada por el solicitante para la autorizacion del
plaguicida, que no sea de dominio ptblicc, o no haya sido publicada en revistas
cientificas o de divulgacion, sera confidencial, de este modo se puede mantener fos
requisitos de patentabilidad sefialados en el articulo 32 y 33 de la Ley N° 13 0319 i
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Sin embargo, el SAG u ofros organismos de! Estado podran utilizarla con fines de
control de calidad, de preservacién de la salud humana o animal y prevencion de la
contaminacion ambiental. En tode caso, esta informacidn cientifica sélo podrd ser
utilizada por agencias oficiales para resolver situaciones calificadas, segin lo demanden
los intereses nacionales.

Ademas de todo lo sefalado.anteriormente, el uso de biofungicidas esta regulados en
Chile, por la normativa que rige la aplicacion de-sustancias organicas pues se trata de
compuestos con un bajo impacto ambiental, esto por tratarse de compuestos naturales.
Estas normas son la NCh 2439 sobre produccidn, procesamiento, comercializacion y
etiquetado de alimentos producidos organicamente y la NCh 2079 que sefiala criterios
generales para la certificacion de sistemas de produccion procesamlento transporte y
almacenamiento de productos organicos.

En el case de compuestos que pudieran ser exportados, ambas normas que equivalen
a las de ia Unidn Eurcpea N® 2092/91 y EN 45011 o ISO 65 seran ceriificadas por la
Empresa IMO-Fundacion Chile, mientras el Servicio Agricola y Ganadero (SAG), no
adguiera el estatus de organismos certificador
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13, EFECTOS AMBIENTALES

345 Descripeion (tip de efécto y gradoy

El desarrelio de este proyecto tendra un impacto ambiental positivo por las siguientes

razones: } )

+ Los extractos a desarrollar son de origen vegetal y por lo tanto considerados como
productos organicos, y son integramente biodegradables

+ La aplicacién de los extractos evitara a la poblacién, particularmente a los trabajadores
agricolas, el riesgo de una constante exposicién a agroquimicos de alta toxicidad para
el ser humano. {tema social de gran actualidad}

{* En{a obtencidn de fos extractos vegetaies de plantas nativas mediante cuifivo in viiro es
un control a la sequridad de las especies para que no sean afectadas por una
sobreexplotacidn comercial, sin provocar ningln impacto en los ecosistemas

« En el caso de especies en peligro de extincidn, como la pintoa, la micropropagacion in
vitro podra contnibuir con plantas para programas de recuperacion de habitats naturales.

» Por {ratarse de sustancias de origen natural deberfan ser biodegradadas por los
organismos, reduciéndose su periodo de permanencia en eflos y en los ecosistemas.
Esto tiene especial importancia, pues en la actualidad se emplean sustapcias que no
siempre son degradadas y por lo tanto se acumulan en cantidades que provocan
alteraciones en los ecosistemas. Lo sefialado es fundamental, debido a las exigencias
crecientes por un lado de ias instituciones encargadas del medio ambiente, y por otro
lado de los paises compradores de productos agricolas.
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concepto :
(para cada uno de los items de gasta se deberén especificar los criterios y
metodologia de valoracion utilizada)

1.
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Recursgs Humanos. Se considera el apere en horas de: Investigador responsable (40%
de la Jornada) : $ 680.000/mes, Investigador alterno (30% de la Jomada) . $360.000.
Investigador 1 ( 20% de fa Jomada): $180.000/mes, Secretaria; $ 60.000/mes,
Encarpada Manejo Contable : 70.000/mes

Equipamiento. Se considera el uso de los equipos existentes y requeridos para el
desarrolio del proyecto (Cdmara de flujo faminar, autoclave, espectrofotémetro,
destilador de agua, etc), equipos computacionales y otros implementos. Se ies asigno
un 20% del costo que fue promateado a 5 afios. Equipos de Laboratorio: $ 120.000/mes,
equipos computacionales: $ 25.000/mes, Otros equipos: 25.000/mes.

Infraestructura: Se considera el uso de las camaras de crecimiento de plantas, el
faboratorio de Fisiologfa Vegetal, invernadero. Se considero un 20% def valor de esta
infraestructura: $600.000/mas

Gastos Generales. Se considera el pago de luz, teléfono, agua: $ 350.000/mes

La Universidad a través de la oficina de proteccidn de resuitados, se encargara de
evaiuar aquellos resultados que sean susceptibles de proteccién, tanto a nivel nacional
como intemacional. Esta misma oficina se encargaré de realizar {odos los framites
necesarios para patentar los resultados.
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(para cada uno de los fems de gasto se deberan especificar los criterios y
metodologia de valoracion utilizada)

Los apories solicitados af FIA coresponden a ios siguientes aspecios.

Recursos Humanos.

Incentivos. Investigador Responsable e Investigador Altemo.

Honorarios Bioquimico ($ 6.819 x 44hrs, todo el proyecto) y Técnico ($4.546 x44 hrs, todo &l
proyecto). Ambos profesionales seran contratados para el desarrolio del proyecto.

Equipamiernito. Se requiere la adquisicidn de un Espectrofotometro con arreglo de diodo,
necesario para la identificacitn de las moléculas bioactivas. El costo estimado a Ia fecha es
de $6.500.000.

Viajes y Viaticos {Item susceptible al precio del délar). Los calculos

Viaticos Nacionales. Se considert la participacion de los Investigadores en las siguientes
reuniones cientificas : Sociedad Agrondmica de Chite: inscripcidn, Pasajes y vidticos (Todo
el proyecto). Sociedad de Biologia de Chile 0 Sociedad Boténica de Chile. Inscripcion,
pasajes y viaticos (Todo el proyecto). '
Viaticos internacionales (Los calcuios se realizaron considerando valor déiar US$ 700). Se
considerd {a participacién en las siguientes reuniones cientificas.

IFOAM 2002 Organic World Congress. Cultivating Communities., 21-27 de Agosio Briitish
Columbia- Canada. Pasaje aerao US$ 1.400. inscripcion US3 300 Viaticos. US$ 1000
American Society of Plant Biology. 2003, Pasajes US$ 1.400. Viaticos US$ 1.400,
Inscripcion US$ 300

Alellopathyc Society Congress 2004. Pasajes US$ 1.400. Viaticos. 1.400. Inscripcién.

Materiales ¢ insumos {item susceptible af precio del délar). Los reactivos y solventes
requeridos para realizar este proyecto son todos de grado analitico, esto significa que
deben ser importados. Por esta razdn, en este item se mantuvo el monto solicitado en la
formuiacion inicial

Se considero la adquisicion de insumos de laboratorio {rnedios de cultivo, hormonas, agar-
agar, solventes grado analitice), materiales de faboratorio (matenial de vidrio, frascos para
cultivo, puntas para Micropipetas, tubos eppendorf, micropipetas,etc.), insumos para
invemnadero (fierra de hoja, bolsas, fertilizantes, etc), tubos fluorescentes y otros. Reactivos
especificos para la implementacién de bioensayos ( Enzimas, sustratos enzimaticos, etc)
Servicios a terceros. Se considero la reparacién de un liofilizadotr que actualmente se
encuentra inutilizado,
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Difusion. Se considert la realizacion de talleres, de un curso para estudiantes de postgrado
y profesionales y la elaboracién de un manual o libro de recopilacion de antecededentes del
proyecto. y

Los talleres seran programados segdn fecha de inicio del proyecto, sin embargo se estima
la siguiente calendarizacién:

Las fechas y titulos son tentativos

Taller 1 “Extractos Vegetales en la Industria det 2002 “

Fecha: Julio def 2002

Dirigido a: Empresarios, Ejecutivos, Exportadores de Productos Quimicos, Laboratorios
Cupo: 20 personas

Taller 2 “Propagacién in vitro de plantas nativas”

Fecha: Noviembre del 2003

Dirigido a: Empresarios, Ejecutivos, Exportadores de Productes Quimicos, Laboratorios,
Agricultores, Agroindustrias

Cupo: 20 perscnas

Taller 3 “Utilizacion de Aleloquimicos en Chile”

Fecha: Octubre del 2004

Dirigido a: Empresarios, Ejecutivos, Exportadores de Productos Quimicos, Labaratorios,
Agricuftores, Agroindustrias

Cupo: 20 personas

Taller 4 “Biofungicidas en la Agricultura Organica”

Fecha: Junio del 2005 '

Dirigido a: Empresarios, Ejecutivos, Exportadores de Productos Quimicos, Laboratorios,
Agricultores, Agreindustrias

Cupe: 20 personas

Curso. Fraccianamiento y actividad biologica de extractos vegetales
Dirigido a: Estudiantes de postgrado, Profesionales.
Fecha.Mayo del 2004

Elabaracion de un Manual sobre el uso de aleloquimicos en la agricultura
Fecha. Abril-Noviembre del 2005

Gastos generales. En estos gastos se considert el financiamiento de actividades tipicas
del laboratorio {mantencién de equipos, adquisician de implementos computacionales, etc.).
Ademas, se incluyo el item fotocopias y materiales de oficina

Imprevistos. La suma considerada permitird salventar cualquier aspecto no consider
los ltems anteriores. Pl
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El principal beneficio al desarroliar este proyecto serd el desarrollo de agroquimicos que
permitiran disminuir el uso de pesticidas quimicos gue provocan una serie de problemas
ambientales y de salud.

- En el campo especificos de los pesticidas, nuestros resuliados prellmlnares nos
permiten proponer que desarrollaremos compuestos capaces de controlar malezas y
hongos fitopatégenos que afectan ia produccidn de uva.

- Existe una gran demanda por [a busqueda de aitemativas que penmitan el reemplazo
del bromura de metilo.

- Elmercado mundial de fungicidas supera los US$ 5.900 millones, mientras que ei
mercado de herbicidas supera los US$ 14.000 millones

- Elmonto de pesticidas importados durante el afio 2000 alicanzd una cifra cercana a los
US$ 50.000.000. Se espera que como resuitado de este proyecto este monto deberia
disminuir en al menos un 20%.

-  Si solo dimensionales el impacto que podria tener este proyecto en relacién al cultivo de
vides, se puede mencionar {os siguiente:

- Existen alrededor de 140.000 hectareas en el pals

- Eniatemperada 2000-2001 se exportaron 69.193.805 cajas, lo que origino un retomo
por sobre los US$ 1.000 millones.

- Las vides son atacadas por hongos B.cinerea y {J. necafor que provocan perdidas
cercanas al 10%. Este porcentaje podria ser disminuido en airededor de un 7%,
producto del proyecto originado un ahorro anual de US$ 70 miliones.

- Elboldo es una especie de alta demanda, cuya explotacién se encuentra controlada
debido a que es una especie de baja capacidad de gemminacién, lo que afecta (a
disponibilidad de plantas para ser utilizadas en programas de reforestacion.

- La pintoa es una planta que practicamente se encuentra desaparecida en la tercera
regién. Su produccion podia permitir la reforestacion de la fli regién.

- La produccion de plantas también podra generar recursos. Se espera producir como
resultado del proyecta el siguiente volumen de piantas:

Pintoa chilensis: 50.000 plantas ($1.000): $50.000.000
Peumus boldus: 50.000 plantas ($1.000) $50.000.000

- El desarroffo del proyecto generara [os siguientes ahorros:

Gasto actuat por importacitn de pesticidas: $3.350.000.000.000
Ahorro, por menor importacion de pesticidas: $ 6.700.000.000
Ahorro por disminucion -de perdidas en vides  $4.690.000.000.000

__.,--...,.._
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1. PROYECCION SITUACION SIN PROYEGTO

ITEM ANOS DE LA PROYECCION
1 2 3 4 5 [
1. ENTRADAS
Subtotal Entradas
2. SALIDAS

2.1. Inversiones

2.2. Gastos de Operacidn

2.3, Otros

Subtotal Salidas

3. BENEFICIOS NETOS
TOTALES (1-2)

VAN {12%)

TIR
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Y FACTORES DERIESGO DEL PROVECTO |

Producto de la experiencia del grupo de investigacion y a resultados preliminares
obtenidos en diferentes sistemas, los riesgos técnicos asociados a la ejecucidn de este
proyacto son minimos.

» Los indices de muitiplicacidn obtenidos con especies nativas como ef quillay, maiten y
peumo entre oiras, permiten proponer a esta técnica como una herramienta adecuada
en la obtencidn de principios activos.

+ Debido a que se frabajara con pianiulas y no con calios o celulas en suspension- come
ha sida la forma {radicional pam obtener compuestos activos- 10s rendimientos son
adecuados debido a el mayor nivel de dferenciacién de los tejidos.

Qk A
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En o que se refiere a ia comercializacion de los extractos se puede mencionar los
siguientes riesgos.

17.2.1 Introduccion efectiva al mercado. El mercado de agroquimicos es controlado por
grandes empresas transnacionales. Se deberia buscar Ia alianza con ellas a fin e
lograr fa introduccidn al mercado.

17.2.2 Que el precio de venta de extractos y/o plantas sea inferior al considerado en el
analisis econdémico del proyecto. _

17.2.3 Que exista una baja demanda por los exiractos producides en e} proyecto.
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Por tratarse de un grupo que tiene una amplia experiencia en el desamollo de proyectos
(FONDEF, FONDECYT y FONTEC), no deberla haber problemas de gestion de proyectos.

s
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Nimero

Acciones

Riesgo Nivel
identificado Esperado Propuestas
17.2.1 Alto Busqgueda de Socios estratégicos para la
apertura de mercado
Medio Andlisis permanente de precios en
17.2.1 : | mercado
17.23 Medio Promocionar activamente los productos
i 3 obtenidos en el proyecto
e
— —
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Los mecanismos de transferencia de los resultados del proyecto seran los siguientes:

o [a realizacion de al menos 3 falleres de capacitacién en el uso de agroquimicos a
productores.

o Elaboracion de informes y folletos de difusién.
« Elaboracién de un libro con la recopilacion de antecedentes de aleloquimicos
s Laimplementacion de una planta elaboradora de exlractos bicactivos

» [atransferencia del Know-how a empresas agroindustriales interesadas en desarollar
las técnicas propuestas (cultivo de tejidos, obtencién de exiractos vegetales bicactivos)
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19. 1A - OXPe; ; Stulante y agente asocrados
(Adjunfar en Anexo B 9.‘ Porfil !nst;tuc:onaf y documentacrdn que indigue la nattiraleza
juridica del agente postulante)

La Universidad de Santiago es una institucion con amplio desarmolio en ia linea de
Investigacidn propuesta. El laboratorio de Fisiologia Vegetal es un laboratorio consolidado,
a cargo de un invesligadar con amplia experiencia en el tema y un equipo de trabajo que
garantiza la realizacién de! proyecto propuesto. Producto de investigaciones anteriores,
relacionadas con {a tematica propuesta, se encuentra en etapa de presentacion una patente
relacionada con extractos capaces de controlar el virus en salménidos {Proyecto FONDEF}.

Por otra parte, la Universidad de Santiago a través de ia Vice - Rectoria de
Investigacion y Desarrollo ha otorgado el apoyo a través del aporte para el funcionamiento
del Laboratono de Fisiologfa Vegetal de la Facultad de Quimica y .Bielogia, y sobre todo lo
que dice refacion con la proteccion de resultados.
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_2_2. hwsta!ac: nes ffs:cas. -admm:s'tratwas_,:' "f:onzab!es N :
1. Facilidades de infraestructura y equipamiento impodantes para la efecucitn del nmvecfo

Se dispone de un laboratorio que cuenta con los siguientes instrumentos y facilidades:

Camara de flujo laminar

Autoclave

Evaporador rotatorio

Espectrofotémetro

Cromatografo liquido de alta eficiencia {HPLC)
Céamaras de crecimiento de plantas (dos de 6 mts?)
Refrigeradores (4)

Freezer —20 °C

Freezer -70°C

10. Destilador de agua

41. Bidestilador de agua

12. Microondas

13. Agitadores magnéticos

14. Material de vidrio

15. Micropipetas

16. Balanza analitica *

17. Balanza granataria

18. Laboratoric de Analisis Biolégico y Quimice
18. Invernadero equipado

20. Computadores y softwares estadisticos

S0 O 08 ek

La Facufiad de Quimica y Biologia cuenta ademas, con diferentes facilidades que
seran utifizadas en el desarmollo del proyecto por ejemplo: Planta de nitrégeno liquido,
equipo de resonancia magnética nuclear (RMN), Taller de Vidrio, bodega de
aimacenamiento de productos quimicos. Red Internet.

2. Capacidad de gastion administrativo-contable.

La Universidad de Santiago cuenta con una unidad especializada en el manejo
contable de proyectos dependientes de la Vice-Rectoria de Investigaciéon y Desarrollo. Esta
unidad se encargara del manejo contable del proyecto la cual ha implementado un software
de contabilizaciébn de proyectos exclusivo y personal especializado en esta area desde ya
cinco afos.

T—




B COBIERNG DE CHILE
FUNDACION PARS LA
TNNCVACION AGRARIA

!stituciﬁn

Cargo

Pagina
Nimaro :

Observaciones

32

Miguel Jordan

PUC

Profesor




