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II. RESUMEN EJECUTIVO

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

Los objetivos especificos fueron: 1) optimizar metodologia para la obtencion de
biomasa vegetal a partir de especies nativas de canelo (Drymis winteri). pintoa
(Pintoa chilensis), boldo (Peumus boldus), puchea (Tessaria absinthiodes) v patagua
(Myrceugema planipis). 1) Implementar metodologias para la obtencion de extractos
bioactivos de especies nativas cultivadas in virro, i) Desarrollar bioensavos para la
evaluacion de la actividad aleloquimica de los extractos vegetales obtenidos. 1v)
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. v vi)
Proteger la propiedad intelectual de los resultados del provecto

Los resultados del proyvecto 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 provecto tales como su toxicidad, estabilidad, etc.

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

e 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

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

e Se logro la obtencion de plantas crecidas en macetas a partir de los cultivos i
vitro.

e Se dispone de algunos ejemplares de Boldo, Patagua v 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 y Pintoa.

I1l. INFORME TECNICO

La demanda actual por productos agricolas de alta calidad y bajos precios. impide la
practica de la agnicultura sostenible. El aumento de las producciones agricolas ha sido
acompaiado de la utilizacion masiva v en muchos casos indiscriminada de plaguicidas v
fertilizantes, que provocan diversos problemas ambientales

Entre los métodos de prevencion de la apancion de malezas. que compiten v 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 areas de monocultivo ha conducido a la aparicion en vanos lugares del
mundo de malezas tolerantes v resistentes a muchos herbicidas. lo que en definitiva se ha
traducido en un aumento de costos de produccion v mavor impacto ambiental debido a
problemas de contaminacion de suelos v 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 biologica especifica y su caracter inocuo sobre el medio ambiente.

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

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



1. Objetivos del proyecto.

Cumplimiento de los objetivos del proyecto. En este provecto se dio cumplimiento a
casi la totahdad de los objetivos planteados El umco 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 Umversidad no dispone de la infraestructura necesana para estos
ensayos. Sin embargo, en un futuro cercano se mciara una colaboracion con el INIA a
fin de evaluar los extractos en !/ necator

2. Metodologia del proyecto
Cultivo in vitro de las especies.

Protocolos para la induccién de cultivos in vitro

Para la obtencion de cultivos 7 virro, se obtuvieron plantas de 1 o 2 aflos de edad en el
vivero de la Facultad de Agronomia de la Universidad de Chile (boldo. canelo y patagua)
Pluchea absinthiode Hook & Am fue colectada durante el mes de enero de 2002 en
Ocoa, Chile (V Region). Los ejemplares fueron identificados por Sebastian Teiller del
Museo de Histona Natural de Santiago de Chile Un ejemplar de esta planta fue
depositado en el Herbano del Museo

Los cultivos de Pintoa chilensts de imciaron a partir de embriones obtenidas de semullas
donadas por un funcionano de la CONAF 111 Region. interesado en poder recuperar esta
especie en peligro de extincion

Para obtener los embriones las semullas fueron escanficadas, embebidas en agua
desinfectadas en una solucion de hipoclorito de sodio al 10% durante 10 minutos
Desinfeccion previa al cultivo. Los explantes fueron lavados en agua destilada (2-3
veces), v luego sumergidos en agua destilada por 2 hrs a objeto de bajar el contenido
endogeno de fenoles. Inmersion en alcohol etilico al 95% por 30 seg. Inmersion por 20
minutos en una solucion de hipoclorito de sodio (2-4-6 %) adicionada con algunas gotas
de Tween 20 v repetidos lavados en una solucion de agua bidestilada con acido ascorbico
(250 mg/L).

Medio de cultivo. Los explantes fueron transplantados por 15 dias en un sustrato MS,
adicionado con muoinositol (100 mg/L). glicina, Tiamina (1 mg/L). PVP (a fin de reducir
la formacion de compuestos denvados de la oxidacion de fenoles), sacarosa (20 g/L) v
agar (7.5 g/L). luego se procedié a ajustar el pH a un valor de 5,5 mediante la utilizacion
de KOH o HCI 0.1-1 N previo a autoclavado a 120 °C por 20 minutos. El agar fue
mezclado con el medio de cultivo para obtener su solidificacion, procediendo a agitar v
calentar la suspension hasta una T° cercana a los 90 °C. Se transvasijaron alrededor de 20
ml de sustrato al interior de los frascos de cultivo de 200 ml, cubierto con papel aluminio
para luego proceder a su estenlizacién en autoclave a 120°C por 20 minutos. La



transferencia de los cultivos a los vasos fue efectuada bajo camara de flyjo laminar,
empleando pinzas y bisturis esterilizadas mediante mechero. Los cultivos fueron
mantenidos en camaras de crecimiento con un fotoperiodo de 16/24 horas, intensidad
luminosa de 40 micromoles xm2xseg v temperatura de 22 - 24 °C

El medio de cultivo utilizado se muestra en la tabla siguiente

MEDIO DE CULTIVO MURASHIGE Y SKOOG (MS)

Nutriente mg/litro
NH;NO: 1650
H;BO; 6,2
CaClL, 3322
CoCL;*6H,0 0.025
CuSO4*5H,0 0,025
Na;EDTA*2H-0 37,26
FeSO4*7H,0 278
MgSO, 180.7
MnSQO, 16,9
Na,Mo0O, 0,25
Kl 0,83
KNO; 1900
KH,PO4 170
ZnSO4*TH,0 8.6
Glicina 2
Mio-Inositol 100
Ac.Nicotinico 0.5
Tiamina*Hcl 0.1
Sacarosa 25000
Agar 8000

PH 58

Las hormonas utilizadas en los medios de cultivo fueron, 2.4-D 0,1 mg/ml; Cinetina 0,2
mg/l v BAP 0.3 mg/L. En lugar de sacarosa analitica se utilizo sacarosa comercial
TANSA

Etapa de proliferacién de explantes

Medio de cultivo. Después de 15 dias el matenal fue transferido a un medio con idéntica
composicion a la inicial. pero con la adicion de BAP, necesana para un sucesivo
desarrollo de las yemas axilares. Los brotes de cerezo fueron multiplicados en un medio
de cultivo con las sales minerales MS. con los nitratos reducidos a la mitad v con los
componentes organicos necesarios para la proliferacion del matenal vegetal. este medio
fue a su vez empleado en los subcultivos de mantencion de los brotes. Al pasar a la etapa

de brotacion. al medio utilizado se le adiciond BAP (0.2-0,5-1 mg/L.), ademas de una
mezcla de BAP, GA3 v ANA Los trasplantes de los brotes a los sustratos de
proliferacion se realizaron cada 20 dias (Anexo 17).



Evaluacién de propiedades aleloquimicas
Obtencién de extractos

Obtencién de extractos acuosos
La obtencion de extractos se hara utilizando las siguientes metodologias

a) Planta completa Las plantulas para miciar las actividades seran 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 adquindas se realizara con la avuda de Personal del Museo de Histona
Natural

b) Plantulas in vifro Para plantulas obtenidas de los cultivos “in vitro™, consistentes en
hojas v tallos, se realizaran extracciones por inmersion en agua fria por 24 horas.

¢) Planta molida:

El tejido de plantas in vivo e in vitro, se congelara en mtrogeno liquido v se molera en un
mortero en presencia de agua EI solvente sera elimmado por evaporacion a presion
reducida, los extractos se pesaran v se guardaran en un refrigerador a 0 °C. A cada
extracto se le determinara su actividad alelopatica y antifungica

Obtencién de extractos organicos

Las plantulas seran sumergidas en un solucion alcoholica (85%) durante 24 hrs.
Adicionalmente, se moleran en presencia de nitrogeno liqudo v se extraeran con la
misma solucion alcohélica A estos extractos se les determinara su actividad alelopatica v
antifungica

Estandarizacién de los extractos.

Con el propodsito de disponer de extractos equivalentes en térmnos de su composicion,
estos seran estandarizados utilizando la técnica de cromatografia liquida de alta eficiencia
(HPLC). que permite comparar los principales componentes existentes en la muestra La
estandarizacion se hara en funcion del componente mayoritario presente en la muestra

Fraccionamiento de los extractos.

Los extractos se fraccionaran por columnas cromatograficas rapidas, utilizando solventes
de diferente polanidad. como hexano y mezclas de hexano v acetato de etilo y etanol Para
ello se utilizara la técnica de Cromatografia Liquida a Presion Reducida (CLPR) que
permitird obtener mezclas de compuestos menos complejas que los extractos originales
Cada una de estas sub-fracciones se concentraran a presion reducida, los extractos se
pesaran v se guardaran a 0°C. Las sub-fracciones seran analizadas por cromatografias en
capa fina analitica (CCF) en diferentes sistemas cromatograficos A cada sub-fraccion se
le medira su actividad alelopatica v antifingica Agquellas sub-fracciones de mayor
actividad. se seleccionaran para una postenor separacion v purificacion de sus
componentes activos.



Evaluacién de las propiedades alelopaticas

Evaluacién en Semillas Para estudiar las propiedades alelopaticas de los extractos. se
utilizaran semillas de mono y dicotiledoneas, de acuerdo metodologias descritas en la
Iiteratura.
Monocotiledoneas:  Liliaceae: Allium cepa: Cebolla

Gramineae:  Trinicum aestivum, Tngo

Hordeum vulgare. Cebada

Dicotiledoneas: Cruciferae  Lepidium sativum ., Berro

Compositae  Lactuca sativa Lechuga

Solanaceae  Lvcopersicum esculenrum, Tomate

Efecto de los extractos sobre la germinacién de semillas.

En placas Petri de 14 cms de diametro, cubiertas con papel filtro Watman N° 1, se
colocaron 10 semillas previamente desinfectadas de las especies indicadas en el punto
anterior. Las placas fueron puestas en una camara de crecimuento a 24+ 2 °C v un
fotoperiodo de 16/8 hrs luz’ oscuridad Cada ensavo se realizd por triplicado. Se
consideré como indicador de germinacion aquellas semillas cuyo crecimiento radicular

fue 1gual o supenior a 0.5 cm

Efecto de los extractos sobre la c-amilasa

Ensayo de placa Petni:
Se embebieron mitades de semillas de cebada con embnon. por 48 horas en extractos
alelopaticos entre 0 v 15% p/v, agua o acido abscisico (ABA en concentraciones de 107 a
10°M). Luego, las semillas se sembraron en placas Petri preparadas con 15 mL de
solucion agar almidon (1%p/v en extracto, agua o ABA) Cada placa con 10 semillas
cerrada herméticamente. se incubo en una camara de cultivo a 25°C y con un fotoperiodo
de 16/8 horas luz, durante 24 hrs. Finalmente, se retiraron las semillas v se reveld las
placas con lugol (6gr KI mas 600 mg I> en 100 mL de agua).

El parametro a determinar fue el efecto de los extractos sobre la actividad de la
enzima a-amilasa Este efecto se visualiza en el diametro del halo que indica la
degradacion de almudon por la enzima

Andlisis espectrofotométrico

Seran maceradas semillas de cebada (previamente embebidas durante 48 horas, en frio
en CaCl, 5SmM en una proporcion de 0.55 (gr/mL) El macerado sera filtrado v
centrifugado a 12500 rpm durante 15 munutos. El sobrenadante se utilizara como
exiracto enzimatico La mezcla de reaccion para evaluar la actividad enzimatica
contendra 100 pL del extracto enzimatico y 400 ul de agua La reaccion se iniciara al
agregar 500 uL de solucién A (50 mM NaOAc, pH 4.8 0.03 %p/v almidon p.a: 60 mM



NaCl v 20 mM CaCl,) y se detendra al adicionar 500 uL de solucion de lugol, luego de
un periodo de incubar 5 minutos a temperatura ambiente. Para evaluar el efecto de los
extractos se agregara a la mezcla de reaccion diferentes volumenes de extracto (10-50
uL) La actividad enzimatica se expresara en base al consumo de almidén(ug) por (minuto
v mg de proteina). al determinar la absorbancia del complejo almidon-lugol a 620 nm

EFECTO DE EXTRACTOS SOBRE EL CONSUMO DE OXIGENO EN
MITOCONDRIAS DE CEBADA:

Obtencién de suspensién mitocondrial de plantas de cebada

Esta suspension fue preparada segun el método descrito por Aranda v colaboradores
(1983), utilizando plantas de cebada crecidas a 25°C y en oscuridad para evitar desarrollo
de cloroplastos. Las plantas de 15 dias fueron maceradas en frio con buffer de extraccion
(0.25 M sacarosa, ImM EDTA, 2 mg/mL de BSA v 10 mM Tns-HCI, pH 7.6). en una
proporcion 1:5. El extracto obtenido se filtro v centnifugo a 2 000 g por 15 minutos. El
sobrenadante fue centrifugado nuevamente a 10000 g por otros 20 munutos. La pella
resultante se resuspendio en buffer de resuspension mitocondnal (0.25 M de sacarosa, 10
mM KCI, 5§ mM MgCl,, 10 mM NaH,PO4/Na,HPO4, pH 7.4).

3.3.2 Determinacién de consumo de oxigeno:

El consumo de oxigeno se determino utilizando un electrodo de Clark durante 15 munutos
a temperatura de 30°C La mezcla de reaccion contema una cantidad de proteinas v buffer
de resuspension mitocondnial. La reaccion se inicio al agregar 60 puL de NaDH 1 mM.

El efecto de los extractos alelopaticos v ImM KCN fue evaluado en forma similar al
protocolo antes mencionado pero con 100 ul del extracto o 100 uL. de KCN (control
positivo). El consumo de oxigeno se determino segun la siguiente expresion:

Consumo de oxigeno = (M x §) / (100 x P) (umoles x min' x mg “'prot)
Donde:
M = pendiente inicial de la curva trazada por el oxigrafo expresada como una diferencia
porcentual de contenido de O, por munuto.
S = solubilidad del oxigeno en tampon mitocondnal equivalente a un 100 % (0.223 mM a
30°C)
P = concentracion de proteinas (mg/mL)
La concentracion de proteinas fue determinada mediante método de Bradford modificado
usando una solucion de BSA estandar | mg/mL

Efecto de extractos sobre la reaccion de Hill:

Se macerarén 10 gramos de hojas de espmnaca en frio con 20 mL de 0.5 M sacarosa v 3
mL de 0.1 M buffer NaH,POy/Na;HPO, pH 65 El macerado fue filtrado v luego.
centrifugado a 5 700 rpm por 3 minutos. El sobrenadante se centrifugo otra vez a 12.700
rpm por 7 munutos. La pella resultante se resuspendio en 20 mL de 0.1 M buffer
NaH,POy/Na;HPO,. pH 6.5 en frio. La suspension de cloroplastos se guardo en hielo v
en oscuridad



La mezcla de reaccion contenia | mL de NaH,POy/Na,HPO; pH 6.5, 2 mL de aguay |
mL de 2.5 x10™*M DCPIP (2.6-diclorofenol indofenol). La reaccion se inicio al adicionar
I mL de suspension de cloroplastos v se segmo el avance de la reaccion
espectrofotométricamente. previa iluminacion de los tubos cada 15 segundos durante 75
segundos

La reaccion de Hill se evidencio a través de la fotoreduccion del DCPIP a 600nm, por
parte de los cloroplastos iluminados.

El efecto de los extractos alelopaticos v de un herbicida fue evaluado en forma similar al
protocolo antes mencionado.

Actividad de los extractos alelopiticos sobre malezas:

Semillas desinfectadas de diferentes malezas (Gallega oficinallis. fueron embebidas en
agua (control) y en extractos crudos de plantas in vitro (tratamiento) durante 2 horas
Luego. las semillas se sembraron en placas de germinacion siguiendo similar protocolo
que en punto 4. Se consideraron semillas germinadas aquellas que presentaron 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.

Evaluacién de las propiedades fungicida.

Cepas de B. cinerea.

En este estudio se utilizo la U29 de B. cinerea, esta cepa fue aislada de uvas
infectadas por el hongo v fue purificada de manera que la cepa utilizada proviene de un
comdio

Crecimiento y mantencién del hongo

El hongo se hizo crecer en el medio de cultivo agar papa-dextrosa v fue
mantenido en tubos inclinados con agar papa-dextrosa. Para la obtencion de esporas las
placas fueron incubadas a 10 cm de distancia de tubos fluorescentes F15T8 BLB con un
espectro de emusion de 310-410 nm Se realizaron subcultivos periddicos a fin de
mantener el hongo activo.

Actividad antifangica in vifro y citotoxicidad de los extractos.
En los experimentos in vitro se evaluo el efecto sobre el crecimiento del micelio v sobre
la germinacion de los conidios.

Sobre el crecimiento de B. cinerea.

Para realizar estos expenimentos se prepararon placas Petnn que contenian el medio de
cultivo agar papa-dextrosa v los extractos solubles en una concentracion de 0-15% p/v
Se moculo al centro de la placa micelio del hongo v se medio el didmetro de crecimiento
del micelio dianamente. Como controles se uso placas de cultivo que contenian agar
papa-dextrosa en ausencia de los extractos. Cada experimento se realizo al menos en
quintuplicado



Sobre la germinacién de los conidios de B. cinerea

Para determinar el efecto de los extractos sobre la germinacion, los comdios fueron
resuspendidos en el medio de cultivo liqmdo papa-dextrosa en presencia de los extractos,
Los conidios resuspendidos fueron incubados a 22 °C y se determino la cinética de
germinacion. Como control se determino la cinética de germinaciéon de los conidios
resuspendidos en medio de cultivo, pero en ausencia de los extractos

Citotoxicidad Celular

Linea celular

Se empled una linea celular Hela, la cual fue crecida en medio DMEM suplementado
con suero fetal bovino nactivado (SFB 10 %), L-glutamina (1 mM), gentamicina (50
pug/mL), piruvato (1 mM). Las celulas fueron cultivadas en una atmoésfera controlada con
5% CO2, una humedad relativa del 95% v una temperatura de 37 °C.

Conteo celular

Las células fueron tratadas con el reactivo azul tnpan v posteriormente se estimo el
numero de células vivas utilizando una camara de Neubauer montada sobre un
microscopio optico (microscopto bimocular optico Zeiss, modelo KF2 pla acromativa con
lampara de 10 W) Zeiss.

Induccién de apoptosis celular

Se sembraron aproximadamente 2.2 x 10° células HeLA en las placas de 6 pocillos en
medio DMEM suplementado sin rojo fenol Posteriormente se incubaron las placas en
una estufa de cultivo (VWR-Shellab, modelo 2425) a 90% RH, 37 °C v 5 %CO; hasta
alcanzar luego de 3 dias una confluencia del 80% en los pocillos (aprox. 650.000
células). las que fueron visualizadas en un mucroscopio invertido Nikon. modelo TMS)
Los pocillos fueron lavados con medio DMEM (sin rojo v sin suplementar) dos veces con
el fin de eliminar las células que no se adhineron

Se utiliz6 actinomicina D como inductor de apoptosis a una concentracion de 5 pg/mL
durante un periodo de 18 horas como control positivo del ensavo. Las células apoptoticas
se encontraron libres en el medio de cultivo. Por lo tanto, se recupero el sobrenadante en
tubo falcon de 15 mL y las células adheridas fueron tripsinizadas (Tripsina-EDTA 0,5%)
durante 10 nun a temperatura ambiente sobre un agitador orbital. Una vez tripsinizadas se
mezclaron con el sobrenadante v centrifugadas a 1500 rpm x 10 min, se elimino el
sobrenadante y se lavo el pellet con medio DMEM sin rojo fenol.

Tratamiento de células HeLa con extractos

Se incubaron las células en confluencia en los posillos con extractos crudos de Pintoa
donde se evaluaron las siguientes concentraciones. | mg/mL. 4 mg/mL v 6 mg/mL
(volumen final de 2 mL con medio DMEM suplementado sin rojo fenol) por periodos de
24 v 48 horas en las musmas condiciones descritas anteriormente para crecer células
Hela

Extraccién de proteinas

El pellet celular que se obtuvo después de la tnpsimzacion se traté con 300 pL de buffer
de hisis 1X frio (Kit caspasa-3, Chemicon) durante 10 minutos en hielo, para luego ser
centrifugado a 10000g x S min_ El sobrenadante (extracto citos6lico) se conservé a -20
3 &



Determinacién de la concentracién de proteinas

La concentracion de proteinas se determin6 por medio del método de Bradford (1976) a
595 nm. A 1.0 mL de reactivo de Bradford se le adicion6 un volumen de 8 pl del
extracto citosolico para que se ajustara a la curva de calibracion

Determinacién de Actividad Caspasa-3

La actividad de esta enzima se evalud con el kit Caspase-3 Colonmetric Activity Assay
(Chemicon) cuantificando la absorbancia a J4s nm (Lector de microplacas ELISA
BioRad, modelo 550). Se emplearon 100 puL como volumen final de la reaccion.

3. ACTIVIDADES DEL PROYECTO.

Las actividades realizadas en este provecto se muestran en el hstado a continuacion. Se
destaca el que practicamente todas las actividades fueron realizadas de acuerdo al
crononograma inicial tal cual se informe en cada uno de los informes técnicos. La unica
actividad que no se pudo desarrollar fue la relacionada con el hongo U/ necaror que no se
puede cultivar in Vitro. Sin embargo. se imciara una colobaracion con el Estacion
Experimental la Platina del INIA para evaluar in vivo el efecto de los extractos en el
hongo

Determinar medio de cultivo adecuado para obtener cultivos in vitro de las especies
Busqueda de las condiciones adecuadas para la obtencion de biomasa. con alto rendimiento
Produccion de biomasa mediante el uso de birreactores
Subculuvo de las especies

Obtencion de extractos bioactivos. Efecto de solvente.
Obtencion de extractos bioactivos. Efecto de pH

Ensavo de Germinacion

Ensavo sobre enzimas

Respiracion en mitocondnas aisladas

Fotosintesis- Reaccion de Hill

Efecto de extractos acuosos de diferentes especies sobre la germmacion
Efecto del pH sobre la actividad de extractos en la germinacion

Efecto de extractos organicos sobre la germinacion

Efecto de extractos sobre la actividad de la a-amilasa

Efecto de los extractos sobre la respiracion

Aislamiento de cepas de Borryiis cinerea

Cultivo de B cinerea en condiciones de Laboratono

Efecto de extractos sobre B. cinerea in vitro

Efecto de extractos sobre B cinerea in vivo

Efecto de extractos sobre U/. necator

Realizar talleres

Patentar resultados

Elaborar informe final



4. RESULTADOS DEL PROYECTO.

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

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

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. Se dispone de cultivos in virro de esta
planta

Cultivo in vitro de Pluchea absinthiodes



Drymis winteri. El canelo es una de las especies de la Familia Winteraceae Esta Famiha
compuesia por 4 géneros v 60 especies distnibuidas en Aménca del Sur, Madagascar.
Australia v Nueva Guinea. En Chile esta representada por 3 especies del género Drimys
La madera es de buena calidad v facil de trabajar. con ella se fabrican instrumentos
musicales v madera de construccion La corteza es utilizada para combatir el escorbuto.
también contiene vitamuna C, taminos, aceites esenciales, sustancias antibactenanas \
sales de fierro v calcio

Cultivo m vitro de Drimis winteri

Esta planta relativamente dificil de culuvar in witro, pues presenta un indice de
multiphcacion relativamente bajo (3 brotes por explante). Las plantulas sin embargo.
presentian un buen crecimiento lo que permute obtener una biomasa adecuada en lapsos de
40 dias

Peumus boldus. Especie perteneciente a la famibha Mommaceae. Esta familia
comprende arboles. arbustos o enredaderas, siempreverdes v 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 v endémico de Chile

Las hojas son utilizadas como infusiones, ademas contienen numerosas sustancias
quimicas muy cotizadas en la industria farmacolégica La corteza, rica en taninos v 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 Especie endémica de la Il region Ha sido clasificada en peligro de
extincidn Resulto una especie de crecimiento relativamente lento Se obtuvo un indice de
multiphcacion igual a 4 Pertenece a la Famiha de las Zhigophylaceae




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

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

Patagua cultivada 7 vitro

Esta especie presento rapido crecimiento n virro. El indice de multiplicacion obtemido
igual a 8 v la rapida elongacion permuten obtener una buena cantidad de biomasa en
periodos de tiempo cortos.

En conclusion, este objetivo fue logrado en un 100% no existiendo dificultades
metodologicas v utilizando la metodologia propuesta en el provecto original sin grandes
modificaciones

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

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



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

Los bioensayos implementados para dar cumplimiento a este objetivo fueron el ensayo de
germinacion en placas Petri , el ensayo de la enzima a-amilasa, el efecto de los extractos
sobre la respiracion y fotosintesis y el efecto de los extractos sobre el hongo B.cinerea.

Germinacién de semillas en placas La germinacion en placas resulto un ensayo de facil
aplicacion v con una alta reproducibilidad. por o que es un muy buen sistema para medir
la actividad de aleloquimicos

Ensayo de germinaciéon

Ensayo de la alfa-amilasa Este es un bioensayo onginalmente disefado para evaluar ia
actividad de reguladores de crecimiento en plantas. En este proyecto se implemento para
evaluar el efecto de Aleloquimicos en la actividad de la enzima alfa-amilasa Es un
ensavo relativamente simple, por que su implementacion resulta muv apropiada para
evaluar la actividad de metabolitos secundarios



Ensayo de la enzima a-amilasa

Efecto de los extractos en la respiracién y fotosintesis El en desarrollo del provecto se

implemento el uso de un oxigrafo, equipo que permite medir consumo v/o produccion de
oxigeno en organelos aislados. Con la avuda de este equipo se logro evaluar el efecto de

los extractos sobre mitocondna v cloroplastos aislados




La camara mide el oxigeno disuelto en una solucion

Efecto de extractos en B. cinerea El bioensayo implementado consistio en incorpoar los
extractos en medios de cultivos que fueron utilizados para cubnr placas Petri, Los
extractos fueron incorporados mediante filtracion, una vez que el agar habia alcanzado
una temperatura cercana a los 50 °C. a fin de evitar una posible degradacion por efecto
del proceso de esterilizacion en autoclave. El bioensavo resulto reproducible por lo que
permite evaluar de manera confiable el efecto de diversos aleloquimicos

Bioensayo para evaluar efecto de productos naturales en hongos

En conclusién, este objetivo fue logrado en un 100%



OBJETIVO 4 Determunar la actividad alelopatica de los extractos vegetales

Efecto de extractos sobre la germinacién.
A Continuacién se muestran los resultados obtemidos para cada una de las especies
estudiadas

Pluchea absinthiodes.

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

Germinaciéon de cebada 4% |

con extractos de pluchea in vivo e in vitro - 0%
S 18
i ol
Pluchea (in vilro) Puchea (in vivo)
Tratamientos
La Figura siguiente muestra los efectos de ambos extractos sobre tomate
Germinacion de tomats K
con extractos de pluchea in vivo e in vitro % |
: e 3. 4

a15% | |




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

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

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 v 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 v Loltum 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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Myrcegenia planipis.

Efecto de extractos acuosos de patagua sobre la germinacion de semillas. L.a 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 |5 o>
: de distintas semillas s
| 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.

1V. 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 v tomate. El crecimiento de ambas especies de ve inhibido de manera
significativa a una concentracion de 15% p/v.

Efecto del extracto de Canelo W %crec Raz
en el crecimiento de Tomate D %crec Brote




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

]'P_-_ . Efecto del extracto de m Im‘lld!m
! en el crecimiento de Tomate lma-u.]
|

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 v rabano fue afectado por el extracto
de boldo de manera sigmificativa

Crecimiento de plantas de Lepidio (Lepidium -ln:;}
con extractos de Boldo

@ Crecimento Raiz = Crecimisnto Brote

Boldo 10% Bokio 15%
Tratam ia ntos




Pluchea absinthiodes. Extractos de Pluchea imhiben el crecimiento de ballica

ﬁ = = — ’ e ]
con extracios de Pluchea

@ Crecimisnin Rair 0 Crecimiento Brote

Control Puchea 5% Fuches 10%  Puchea 15%

| Tratamientos




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

Pluchea absinthiodes. Se observa que los extractos de pluchea tanto 7 vivo como i
vitro. inhiben la germinacion de L. perenne

i Gemminacién de lolium perenne max |
| con extractos de pluchea in vivo e in vitro B10%
|

Drymis winteri. 1.os 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
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Peumus boldus. 1.o extractos de boldo tienen un efecto muy significativo sobre la
germunacion de /. perenne

Tratamientos |

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




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 vuvo

Mdﬂﬂmmhﬂhnth
semillas de yuyo

mw& Fniba 15%

423888

Geminacién (% Control)

Peumus boldus. El extracto de boldo inhibi6 la germinacion de semillas de yuvo de
manera significativa, a una concentracion de 15% p/v no hubo germnacion.
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¢) Convolvulus arvensis (correhuela)

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

; Becto del extracto acuos o de Pintoa en la germinacion de

sem lias de Corvehuela (
120 .
|
§ ®
5w
& w0
Control Pnloa 5% Antoa 10% Antoa 15%

Peumus boldus. E| extracto de boldo inhibio la germinacion de semullas de correhuela.

|

| Blecto del exiracto acuos o de Boido en la germinacion de
semillas de Correhuela




Se observa que ambos extractos tuvieron un efecto similar en la inhibicion de la
germimacion de semillas de correhuela

d) Cynosurus echinatus (Cola de Zorro)

Pintoa chilensis El extracto de Pintoa inhibio la germinacion de semillas de cola
de zorro

Efecto del extracto acuoso de Pintoa en la germinacién de
‘ semillas de Cola de zomo
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Peumus boldus. E| extracto de boldo inhibi6 la germinacion de semillas de cola de zorro

' Efecto del extracto acuoso de Boldo en la germinacién de
‘ semillas de Cola de zorro




Se observa que el extracto de boldo presento una mejor actividad inhibidora de la
germinacion que el extracto de pintoa

Efecto de extractos sobre mitocondrias y cloroplastos aislados.

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



Becto de extractos de la especie P-3 en el consumo de oxigeno de
m itocondrias aisisdas de hojes de cebada |
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Del extracto micial se obtuvieron diferentes fracciones cuva actividad se muestra en la
figura siguiente

Efecto de fracciones de piuchea (in vitro) sobre el consumo de
oxigeno de mitocondrias aisladas de hojas de maiz

Se puede conclur que minguna de las fracciones es capaz de inhibir el proceso de
respiracion mitocondnal  Esto sugiere que en el extracto micial existen moléculas que se
potencias en su actividad



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

Mﬂo:mhh-ahl—‘l.ndmhm- “
miocondrias aisledas de hojas de cebada

1.

CONTRCL BOLDD (5%) BOLDO ('0%) BOLDO (15%) KON (10 mhg

Tratam e rtoa

Efecto de extractos sobre cloroplastos aislados La figura muestra el efecto de un
liofihizado 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 v 5
mg/ml son poco significativas

Mdﬂhﬂzﬂoﬁmmhm

| fotosintética de cloroplastos aisiados de hojas de
espinaca

control mmmmwm—mm |
(Tmg/ml) @mgml) (Smp/mi) (Smg/ml)
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Al fraccionar el extracto mnicial de pluchea se obtuvieron los siguientes resultados Se
observa que la fraccion | reduce la produccion de oxigeno en casi un 50% v la fraccion 2
casi un 30%. Estos resultados permiten sugerir que la actividad del extracto inicial estana
en estas dos fracciones mavoritaniamente

r mnumumm”hw_‘ ¥y F.'
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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 v pluchea inhiben la
actividad de cloroplastos aislados. mientras que patagua v canelo la estimulan

T B e S S B——
i Efecto de los extractos sobre la actividad fotosintética de cloroplasios
aislados de hojas de espinaca
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V. Efecto sobre la actividad de la enzima a-amilasa

Peumus boldus. El extracto de boldo mostrd una efecto inhibidor de la actividad a-
amilasa seme)jante al ejercido por ABA, conocido inhibidor de la germinacion

B-m:hom nu--d. h.mchll‘l enla
actividad affa-amiiasa en semilias de cebada

2,50 .
| % 2.001
] 100]
j | . N B
0,00 !
CONTROL (-) ABA 10-3 M
Tratamientos

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

EHecto de exiractos acuosos de h.sp.eh P!.n la
actividad alifa-amilasa en semillas de cebada
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Drymis winteri. El extracto de canelo inhibi6 la actividad de la @-amilasa

Ma.Mmbhmm enla
actividad alfa-amilasa en semillas de cebada
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El efecto de los extractos sobre la actividad de la e-amilasa, puede explicar el efecto
observado sobre la gerrmunacion. Esta enzima es clave en la hidrolisis del almidon durante
los pnmeros estadios del proceso

En conclusién este objetivo se logro en un 100%
OBJETIVO 5. Evaluar las propiedades antifiingicas de los extractos vegetales

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

Obtencion de cepas de B. cinerea

Se dispone de S cepas aisladas de uvas infectadas por el hongo v fue purificada de
manera que cada cepa utilizada proviene de un conidio. El crecimiento y mantencion del
hongo se realizo 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 F15T8 BLB con un
espectro de emusion de 310-410 nm Se realizan subcultivos peniédicos a fin de mantener
el hongo activo

Efecto de diferentes extractos sobre B. cinerea. Se probaron extractos provenientes de
de pintoa y boldo mantenidas en cultivo 1 virro. Esta técnica asegura la disponibihidad 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. 10y 20% v/v y de determiné su efecto sobre el desarrollo



del micehio. 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.
muentras 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 sefialadas se pudo constatar que
ambas retardan el crecimiento
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La figura siguiente muestra los resultados obtenidos al tratar el hongo B. cinerea con
extractos de las diferentes especies analizadas

La figura siguiente muestra el porcentaje de inhibicion del desarrollo del micelio del
hongo B cinerea a los 5 v 10 dias Se observa que los extractos mhibieron el desarrollo
del muicelio de manera significativa en valores superiores al 50% por mas de 15 dias

BB 5% pv BB 10% piv B 15% pv

ha,.
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Ensayos in vivo.

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

Ensayos con frutos de frutilla. Frutos de frutilla se han utilhizado para evaluar la
actividad de los extractos. Se aplico a cada fruto un volumen de extracto y luego se les
moculo 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 orgamica. 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 permutir el uso de este extracto en periodo de postcosecha



BC-1000 Extracto vegetal

Bisqueda 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 leflosas

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



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

Caracterizacién quimica de los extractos. Se han caracterizado los extractos mediante
cromatografia hquida de alta eficiencia v espectroscopia de resonancia magnética
nuclear

Pintoa chilensis. Se muestra el perfil de flavonoides v compuestos fenélicos para el
extracto crudo de pintoa y dos fracciones mavoritarias.
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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 v la Hespenidina, son componentes mayoritarios tanto del extracto total como
de las fracciones. De igual forma, la fraccion 5 presento mavores niveles de estos
metabolitos que el extracto total v la fraccion 6.

Metabolitos secundanos presentes en el extracto crudo v fracciones aisladas

Compuesto Extracto crudo Fraccién 5 Fraccion 6
ot (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL.)
Acido galico 0,0210 0,0483 0,0432
ido clorogénico — 3,699 x 107 5,007 x 107
Rutna | 00124 00217 0.0185
' Acido p-cumarico 1.510x 107 4016 x 107 1,973 x 107
Acido ferulico 5,180 x 107 1,780 x 107 5.070x 107
‘Hespendina 0.0193 0.207 0.0428
‘Acido saliscilico 1,865 x 107 6859x10° | 2478x10° |
Quercetina 1,522 x 107 00113 8,169 x 107
Naringenina 6,096 x 10™ 2.359x 10™ 1,658 x 107
Kaempherol 1,004 x 107 1,161 x 107 2834x 107




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

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

6. IMPACTOS DEL PROYECTO

Impactos tecnolégicos
Propicdad intelectual Numero Detalle
Patentes
Solicitudes de patentes 1 Se encuenira en tranute 1 solicitud _
Intencion de patentar 2 Extractos  alelaopaticos en  Pintoa
Chilensis, Propagacion in vifro y extractos
activos en Peumus boldus
Secreto industrial
Resultado no patentable 2 Los estudios con Pluechea in vivo
Resultado de interés publico 5 La propagacion in vitro de plantas (5), las
actividades herbicidas de extractos, las
actividades antifungicas de los extractos
Logro Numero Detalle
Conmvenio o alianza tecnologica 2 CSIC Espafia, Dra Azucena Gonzalez
Generacion de nucvos proyectos 1 Provecto FDI-Corfo (presentando)
Impactos cientificos
Logro Numero Detalle
Publicaciones 3 En elaboracion, debido a proteccion
Eventos de divulgacion cicatifica 5 2 presentaciones en Congreso




Biotecnologico Argentino, 1 Presentacion
en Fena Explora, 1 Presentacion en
Congreso Agrondmico y 1 Presentacion en

seminario FIA-REDBIO

Integracion de redes de

m\CSllEﬂCIOn

Impactos de formacién

Logro Nuamero Detalle

Tesis de pregrado 2 2 Tesis de Bioquimica: Sandra Orellana y
Mauricio Lozano.

Tesis de postgrado 1 Tesis de Doctorado en Manejo de
Recursos Naturales: Propiedades
antifungicas de plantas Chilenas

Pasantias 1 Estadia de | mes en Espafia

Cursos de capacitacion 2 Un taller Extractos Vegetales vy Curso
Bioplaguicidas Naturales

Los impactos del provecto se pueden resumur en los siguientes aspectos

e Se implementaron metodologias para el cultivo m wirro de especies nativas
chilenas. Una de ellas se encuentra en peligro de extincion

e Se desarrollo un programa que puede permutir el desarrollo de herbicidas o
fungicidas a partir de plantas chilenas cultivadas in Virro

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

e Se han generado las bases para la instalacion de una industna productora de
Aleloquimicos a partir de plantas chilenas.

¢ Los resultados estan siendo protegidos mediante la solicitud de patentes.

7. PROBLEMAS ENFRENTADOS DURANTE LA EJECUCION DEL
PROYECTO: Durante la ejecucion de este proyecto no se presento ningun tipo de
problemas que afectaran el desarrollo del provecto

9. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Desde el punto de vista
Técnico:

e Se logro desarrollar cultivos 7 wvitro para todas las especies  estudiadas:
Canelo, Boldo, Patagua. Pintoa y Pluchea

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




» Se dispone de extractos que pueden ser utihizados en el desarrollo de
potenciales fungicidas para el control del hongo Borrytis cinerea

Econémico.
Los impactos economicos que pueden generarse de este proyecto se resumen en los
sigulentes aspectos

* Se generaron 3 solicitudes de patentes

e Existen las bases cientifico-tecnologicas para la generacion de empresas
dedicadas a producir extractos bioactivos de plantas chilenas.

e El desarrollo de un producto natural para el control de B cinerea. representa un
gran avance en el control de este hongo fitopatégeno, que genera grandes perdidas
economicas en pre v post cosecha

De gestién
* En el desarrollo de este provecto contribuyeron diferentes capacidades, que
permitieron el logro de la totalidad de los objetivos

Recomendaciones. Dado los avances que han expenimentado en los ultimos afios los
estudios gendmicos, 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. v la produccion de
diversas moléculas bioactivas. Un programa nacional dedicado a la caracterizacion
molecular de nuestra flora podria entregar una informacién de alto valor

IV. INFORME DE 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 razon tampoco se presentaron trabajos
en revistas indexadas.

e Congreso Argentino de Biotecnologia

¢ Propagacion in vitro de plantas medicinales™, Dr. Gustavo Zuafiga (Chile). TV
congreso internacional de plantas medicinales, Talca 2001

¢ El provecto fue seleccionado por FIA para ser presentado en la Fenia de
Biotecnologia organizada por el programa Explora y realizada entre el 6 v 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

* Efecto alelopatico de extractos de Pluchea absinthiodes cultivada in virro. 56
Congreso Agronomico.

* El proyecto presento resultados en forma oral y en forma de panel en el Semunario
“El sector agricola v la Biotecnologia Situacion actual v desafios™. organizado
por FIA entre el 3 v 4 de Noviembre de 2005



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

Provecto USACH-FIA. Articulo publicado en Revista BIOPLANET (Marzo-Abnl 2002)
VALORANDO NUESTRA FLORA NATIVA

La conservacion y utihizacion de las propiedades biolégicas propias de la flora chilena
puede ser un primer paso para la formacion de una plataforma cientifica que sustente el
desarrollo economico nacional

Una de las mas notonas caracteristicas geograficas de
nuestro pais es la diversidad climatica observable a través
de toda su extension v la variedad de flora v fauna que
existen gracias a ello. Si bien es notoria su abundancia, la
continua accion del hombre sobre su medio ambiente
menoscaba la oportunidad de varias especies de plantas,
muchas de ellas autdctonas. de vivir. reproducirse y,
eventualmente, defenderse contra las agresiones externas.
Esta capacidad forma parte del trabajo que el doctor
Gustavo Zuafiga, profesor titular v vicedecano de FIA tiende
Investigacion v Desarrollo de la Facultad de Quimica y : R el
Biologia de la Universidad de Santiago de Chile, plataforma que permita a Chile

USACH. desarrolla desde hace unos afios ser un productor importante de
compuestos que reemplacen a

los quimicos que hoy son
importados, obtemdos de
plantas cultivadas in vitro

El provecto que el doctor
Gustavo Zufiga presento al

“Hemos implementado cultivos in vitro como un sistema
alternativo en la obtencion de moléculas bioactivas,
basado en dos premusas: nuestro pais posee una gran
biodiversidad en términos vegetales y. por otro lado. el uso indiscriminado que se hace de
algunas especies ha puesto a vanas en peligro de extincion. Por lo tanto, partimos con
este proyecto cuando la intencién fue contribuir, mediante el desarrollo de esta técnica, a
la generacion de elementos para conservar el germoplasma de especies nativas, v luego
vimos que era posible demostrar que el tepdo elegido era capaz de producir de
compuestos con actividad biologica. de manera equivalente a la encontrada en las plantas
in vivo. lo que nos permitié onientar nuestra investigacion hacia el campo aplicado
enfocandola a la produccion de compuestos aleloquimicos en plantas chilenas cultivadas
m vitro”. Esta investigacion plasmada en un proyecto fue seleccionada en el primer
concurso Nacional de Provectos de Desarrollo e Innovacion Biotecnolégica 2001,
convocado por la Fundacion para la Innovacion Agrana (FIA)



Los aleloquimicos son moléculas quimicas

producidos por la planta que provocan una accion

determinada en ciertos sistemas brologicos, asi, un

farmaco aislado de un vegetal es una molécula

bioactiva. El planteamiento basico para usar estos

aleloquimicos se basa en que las plantas producen

diferentes compuestos a través de los cuales

interactuan con el entorno, actuando en la atraccion

de agentes polinizadores o en términos defensivos,

va sean patogenos (bactenas. virus. hongos) o

plagas de msectos. También existe un grupo de Este proyecto trata de contribuir a
compuestos que tienen las plantas para interactuar ~ la generacion de elementos para
entre ellas. en un fendmeno llamado alelopatia. “Es conservar el germoplasma de

muy interesante, puesto que a partir de la especies nativas que estan en
interaccion planta a planta a través de estas peligro de extincion por causa de su
moléculas es posible generar herbicidas ecolégicos explotacion indiscriminada

lo que constituye una amplia necesidad, dado que
los aleloquimicos naturales en general entregan la
posibilidad de reem-plazar todos aquellos quimicos
sintéticos que provocan dafos a los humanos v al
medio ambiente. Por otra parte, en muchos paises
se esta volviendo a lo tradicional. y la agricultura
organica. que ha alcanzado un desarrollo
importante. requiere de este tipo de moléculas para
reemplazar compuestos de ongen quimico
artificial”

Este es el contexto en el cual se baso el proyecto que el profesor Zuiiga presento al FIA,
tendiente a generar una plataforma que permita a Chile ser un productor importante de
compuestos que reemplacen a los quimicos que hoy son importados, lo cual presenta dos
aspectos de interés. El primero apunta a la proyeccion econoémica. pues a partir del éxito
pueden surgir varias patentes que permitan el desarrollo de empresas para la produccion
de compuestos. Segundo. permutiria conservar la biodiversidad nacional sin afectarla en
forma significativa, “por ejemplo. nosotros habitualmente exportamos la matena prima,
como el Quillav o el Boldo v luego importamos los principios activos. El objetivo es que
aqui seamos capaces de tener una completa implementacion que habilite el desarrollo de
la exponacion, ya sea de moléculas bioactivas o extractos estandanizados, por ejemplo™.
explica el profesor Zufiga De este modo el provecto apunta a la obtencion de
aplicaciones agricolas como la obtencion de herbicidas naturales para reemplazar los
sintéticos y encontrar compuestos para combatir patégenos como hongos, que atacan
comunmente cultivos frutales, lo cual va ha mostrado resultados



“Tenemos un ejemplo en relacion a una planta que
cultivada in vitro, produce compuestos que inhiben
el desarrollo de malezas. Esto genera amplias
expectativas de generar un herbicida natural, de bajo
impacto ambiental De igual forma en un trabajo
conjunto con colegas fitopatdlogos. estamos
evaluado la capacidad de algunos extractos obtemdos
. desde de plantas cultivadas in vitro, frente a hongos
Las plantas producen diferentes  fy5pa16geno0s v en este contexto los resultados que
compuestos a través de los cuales  esperamos al finalizar el provecto son muy

actuando en la atraccion de agentes

polinizadores o en términos
defensivos, ya sean patogenos
(bacterias, virus, hongos) o plagas
de insectos.

La seleccion de las plantas chilenas que forman parte
del estudio se realiz6 en forma sistematica a partir de
descripciones etnobotanicas generadas en estudios
anteriores y de una exhaustiva revision de libros
editados por investigadores nacionales, que tratan el tema. “Hemos intentado hacer
cultivos in vitro de la mayor parte de las plantas del pais v paralelamente hemos ido
probando la actividad biologica Algunas funcionan bien como antifungicos, otras son
mejores como herbicidas Estamos haciendo un catastro de un numero bastante grande de
vegetales, que supera al nimero que especificamos en el provecto, puesto que ya
habiamos desarrollado, con ellas, un trabajo preliminar. Entre las especies con las que se
cuenta va hay una que solo ‘nosotros poseemos , v que corresponde a una especie que ha
sido sobreexplotada en la Tercera Region, v que segun la Conaf, se clasifica como una
especie rara. El trabajo desarrollado podria permutir la generacion de un programa de
reforestacion con esta especie.”

Un gran ménto del equipo del profesor Zuiiiga es trabajar con ideas propias que han
desarrollado dentro del trabajo para la USACH v paulatinamente han establecido lazos
con laboratonios europeos, especialmente espanoles Y aunque las plantas con las que se
trabajan son chilenas, es reacio a entregar sus nombres, pues es posible que sus principios
activos sean patentados por personas ajenas al equipo v les dificulte su labor, mas aun s
tiene una proyeccion empresarial. Al respecto el profesor Zufiga plantea que deberia
existir un organismo que conociera los proyectos en forma centralizada y que se
involucrara en la proteccion de los resultados. “De lo contrano se dificulta el desarrollo
propio v se corre el niesgo que otros protejan nuestra biodiversidad, lo que va ha pasado
con algunas de nuestras especies. Por otra parte, impugnar una patente implica tiempo v
mayores recursos, que en muchos casos no se disponen.”

El proyecto. tal como esta definido para el FIA. apunta al desarrollo de intereses
agricolas, sin embargo. en funcion del dinamismo de la ciencia, a futuro no se descarta el
trabajo con investigadores del area farmacolégica. a fin de descubrir medicamentos
partiendo de los principios activos que sean utiles a esa area, como los antioxidantes v
otros compuestos que funcionan como antibactenanos, lo cual también se perfila como
una linea de desarrollo interesante



El papel que umiversidades como la USACH juegan en este tipo de investigaciones es
vital. va que “nuestra universidad ha entendido que el trabajo cientifico de sus docentes
va en su propio beneficio, apoyandolo v estableciendo politicas para fomentar que los
investigadores postulen a aquellos concursos donde su tematica de trabajo sea mas fuerte
v en los que consideren que tienen oportumidades™ En este proyecto, la mayor parte del
financiamiento proviene del FIA. la USACH facilita la infraestructura, haciéndose cargo
de costos operacionales como mantencion de laboratorios, entre otros gastos
complementarios. El monto total del provecto asciende a 246 millones de pesos. El
trabajo comenz6 el 20 de diciembre pasado v su duracion es de cuatro afos. Este es el
pnimer provecto que la US ACH obtiene en el FIA. postulando como unica institucion
ejecutora

V ANEXOS

Listado de Participantes

Nombre Formacion Funcion

Gustavo Zufiiga Ph.D en Ciencias Biologicas Coordmador

Lus Villrroel Magister en Quimica Coordinador Alterno
Sandra Orellana Bioguimico Avudante de Investigacion
Lorena Tapia Bioquimico Ayudante de Investigacion
Alejandra Ribera ing. Agronomo Avudante de Investigation
Cristina Vargas Tecnico Qumico Propagacion de plantas
Graciela Rojas Propagacion de plantas
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