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11. RESUMEN EJECUTIVO 

El obj~tivo general de este proyecto fue desarrollar un programa para la obtención de 
compuestos AJeloquimJcos en plantas chilenas cuhl\ adas In VlV() e In vllro 

Los objetivos epf'CÍfi('os fueron' i) optimizar rnetodologia para la obtención de 
blomasa \egetaJ a partIr de espeCies nati\a5 de canelo (/Jr)mls M-mlcr/). plOtaa 
(PmtQO chllensls). boldo (Peunlus boldus), puchea (Tessana absmthl(xies) y patagua 
(Myrceugema pIan/pIS). 11) Implementar ITelodologias para la obtención de e.\:tractos 
blOactl\OS de especies nau\as cu1h\adas In vllro. 111) Desarrollar bloensayos para la 
c\a1uacI6n de la actividad aJeloquímica de los extractos vegetales obtenidos. i\) 
Determinar la actI"ldad a1elopática de los extractos vegetales V) E,'aluar las 
propiedades 3nllfunglcas de los extractos \egetales \'1) Aislar e Identificar el o los 
pnnclplos acthos en los extractos \,,) Transfenr la tecnologia desarrollada. y \'111) 
Proteger la propiedad intelectual de los resultados del proyecto 

Los resultados del proyecto son 

• Se dISpone de culll\OS m vuro de todas las especies compromeudas a 
analizar. entre las que destacan las especies MI" as Boldo. Canelo. Pmloa. 
Patagua 

• Se dispone de extractOS capaces de controlar maletas. lo que permitmi su 
rormulación como herbicidas naturales. prC\la e\aluaci6n de aspectos no 
conSiderados en este proyecto tajes como su tO"(lcldad. estabilidad. etc. 

• Se dispone de extractos capaces de controlar al conlrol de BOITJ11S cmerea 
Ex'tractos de dos de las especies estudiadas son capaces de mhibir la 
germinación de esporas)' el desarrollo mlcellal del hongo. 

• Se dispone de ex'1Tactos capaces dc mhiblr la sctl\ .dad de la e07 .. lOill lacasa de 
B cmerea Esto genero g randes expectall\'ns de control 8 nivel de 
postcosecha 

• También se han caracten.l..ado extractos de las especies en términos de 
Identifi car el o los pnncipios aclnos 

• Se logro la obtención de plantas crecidas en macetas a parhr de los cultÍ\os In 

\/Ilro 

• Se dispone de algunos qemplares de Boldo. P4I8gUa y Canelo 



• Se ha presentado la so licitud de patente para resultados obtenidos con 
Pluchea Se trabaja en la elaboraCión de documentos para proteger resultados 
oblemdos con Boldo y Pmloa 

111. INFORME TECNICO 

La demanda actual por productos agricolas de alta calidad y baJos precios. impide la 
pníctlca de la agncultura sostenible El aumento de las prodUCCiones agrícolas ha Sido 
acompai'l.ado de la utlllL3Clón masi, a y en muchos casos JO(hscnmmada de plagUlcldas ~ 
ferllhLantes. que pro, ocan diversos problemas ambientales 
En tre los métodos de prc\enclón de la apanclón de maJe7as. que compiten y reducen 
rendimientos. el uso de herbiCidas contmua Siendo el componente más Importante a la 
hora de incrementar el rendimiento de las cosechas. Sin embargo. el uso continuo de 
agroq uímicos en lÍreas de monocultivo ha conducido a la aparición en \'anos lugares del 
mundo de maleLaS tolerantes y resistentes a TnJchos herbicidas, lo que en definitiva se ha 
tradUCido en un aumento de costos de prodUCCión y mayor unpacto ambiental debido a 
problemas de contamnaclón de suelos ~ aguas Una situación similar se obsef\a frente al 
uso de fungicidas. que en nuestro pais se utlli.lan fundamentalmente el el culti\'o de frutas 
como la ,id 
Frente a la problemallca descnta. los productos naturales representan una fuente cler1a de 
potenciales productos agroquímlcos. debido a su dh ersidad en estructuras químicas. su 
acción natural biOlóg ica especifica) su carácter mocuo sobre el medio ambiente. 
Chile presente una nora nall\ a umca y exclusl\ a. con especies que solo crecen en el prus. 
~ que puede cons tJlwrse en una fuente Importante de pnnclplOS A1eloquimJcos Sm 
embargo. la sobre-explotoc lon de una determmada especie podría ocasionar su 
desapariCión 
Frente a la poslbthdad de utlhnlf comerclaJmenle una especie nal1\8 y de asegurar In 
presef\'3CIÓn de un detenrunado recurso. el cu lln o de tejidos , egetaJes In vllro. surge 
como una altematl\a \ Jable En este proyecto se desarrollaron metodologías que permiten 
la efiCiente obtención de compuestos aleloquímlcos) la preservación de gcrmoplasma de 
planta. .. natl\ lIS A partIr de es te proyecto se mcorporará valor agregado a plantas nall' as 
productoras de aleloquimlcos 



t. Objetivos del proyeclo. 

Cumplimiento de los objetivos del proyecto. En este proyecto se dio cumplimiento a 
Casi la totalidad de los obJeu\'os planteados El úmco llpo de ens8)OS que no pudo 
reahl.ar5e es aquel que pretendia e, alunr los efectos de los extractos sobre Uncmula 
newlor EsIO debido fundamentalmente n las ruficultadas metodológicas que significa 
cultilllT el hoogo. La Unn el'Sldad no dispone de la mfraestructura necesana para estos 
ensa)OS Sin embargo. en un futuro cercano se mlClara una colaboración con ellNlA a 
fm de e\aluar los e.xtrnctos en ll ne'Yllor 

2. MetodoloJj. del proyecto 

Cultivo Üf litro de la! especies. 

Protocolos pan lA indutti6n df rultivos Úf "ÍI1'n 

Para la obtención de cuJtn os In vUro. se obtuneron plantas de I o 2 anos de edad en el 
'1\ ero de la Facuhad de Agrononúa de la Um\'ersldad de Chile (boldo. canelo) patagua) 
Nuchca abslnthlode Hool & Am fue colectada durante el mes de enero de 2002 en 
Ocoa, Chile (V Reglon) Los ejemplares fueron Identificados por Sebastlan TellJer del 
Museo de Historia Natural de Santiago de Chile Un ejemplar de esta planta fue 
depositado en el Herbano del Museo 
Los cultJ\'os de PlnlOO chllensls de lOlClaron a partir de embnones obterudas de semillas 
donadas por un funCionario de la CONAF III Reglón. mteresado en poder recuperar esta 
especie en pehgro de exttnclón 
Para obtener los embnones las serrullas fueron escanficadas. embebidas m agua. 
desmfectadas en ooa solUCión de hlpoclonto de sodiO al 10% durante 10 rrunutos 
Desmfección pre' ia al culli, o. Los e.xplarlles fueron lavados en agua deslilada (2-3 
\ eces), y luego sumergidos en agua destilada por 2 hrs a objeto de bajar el contenido 
endógeno de fenoles Inmersión en aJcohol etlhco al 95% por 30 seg. Inmersión por 20 
minutos en Wla solución de hlpoclonto de so(ho (2-4-6 %) adicionada con algunas gotas 
de T\\een 20 y repetidos lavados en una solUCIón de agua bldeshlada con áCido ascórbico 
(250 mgIL) 

Medio de cultivo. Los explantcs fueron transplantados por 15 días en un sustrato MS. 
adicionado con rruolnosltol (100 rngIL). gllcma. Tlamma (1 mg!L). PVP (a fin de reducir 
13 formación de co~uestos demados de la OXidación de reno les), sacarosa (20 gIL) )' 
agar (1.5 gIL). luego se procedió a ajustar el pH a un valor de 5.5 mediante la utilización 
de KQH o Hel 0.1-1 N prevIo a autocla,ado a 120 oC por 20 mmutos El agar fue 
me7.clado con el mediO de cuhl\'o para obtener su solidificaCión, procediendo a agitar y 
calentar la suspensión hasta una 1'"' cercana a los 90 oC. Se transva<iIJaron alrededor de 20 
mi de sustrato al interior de los frascos de culti,o de 200 mI. cubieno con papel aluminio 
para luego proceder a su esleriliL.ación en autoclave a 120"C por 20 minutos la 



IronsferencJa de los CUltiVOS a los vasos fue efectuada baJO cámara de flUJo laminar. 
empleando pinzas y btStur1S esterilizadas mC(hanle rrechero Los cuhl\os fueron 
rnantellldos en cámaras de crecimiento con un fOloperiodo de 16124 horas. Hl1ensldad 
lumlOosa de 40 rrucromoles xm2xseg y temperatura de 22 - 24 (lC 

El medio de CUltl\'O Ulthz.ado se muestra en la tabla sigUiente 

MEDIO DE CUl nvo MURASHIGE y SKOOG (MS) 

Nutnente 
NI·t.NO, 
IbBO, 
CaCl, 
CoCl, '6H,o 
C'uSO,,·SH20 
Na2EDTA ·2H20 
FeSO,,·7H~ 

MgSO .. 
MnSO .. 
:-..salMoO .. 
KI 
KNO, 
KH 2PO .. 
ZnSO,,·7H~ 

Ghclna 
Mlo-lnosltol 
AC.Nicotinico 
Tiamina·Hcl 
Sacarosa 
Agar 
PII 

mglhlro 
1650 

6.2 
332.2 

0.025 
0.025 

37.26 
27.8 
1~0.7 

1 ( •• 9 
0.25 
0.83 

1900 
170 

8.6 
2 

100 
0.5 
0.1 

25000 
8000 

5.8 

La~ hormonas utilil'.adas en los medios de culti\'o fueron. 2,4-D O. J mglml ; Cinelina 0.2 
mgll y BAr 0.3 mgIL En lugar de sacarosa analítica se ullllzo sacarosa comerciaJ 
lA SA 
Etapa de proliferación de explantes 
'1~io de cultivo. Después de IS días el matenal fue transfendo a un medio con Idéntica 
ComposIcIÓn a la micial . pero con la adición de SAPo necesana para un sucesl\O 
desarrollo de las )ernas axilares. Los brotes de cere70 fueron mulllpllcados en un mediO 

de CUItI\O con las sales mmeraJes MS. con los mtratos redUCIdos a la nutad ~ con los 
componentes orgániCOS necesanos para la proliferaCión del matenaJ \egetal este medto 
fue a su \ eL. empleado en los subcuJtivos de mantencIÓn de los brotes Al pasar a la etapa 
de brolactón. al medio utllUado se le adiCIOnó BAP (0.2-0.S-1 rngIL), además de una 
me/ .. cla de SAPo GAJ ~ ANA Los trasplantes de los brotes a los sustratos de 
proliferación se reaJI7Non cada 20 día<; (Ane,o 17) 



Evaluación de propiedades aleloquímiCa5 

ObteociÓD de extractos 

Obtención de t:J:trados HUOSOS 

La obtención de extractos se hará utilizando las sigUientes mctodologlas 

a) Planta completa Las plántulas para miciar las acb\'Hiades serán obtenidas desde 
",eros comerciales. A partir de hojas de estas plantas se obtendr.in infusiones y 
extractos pre\ la molienda en mtrógeno líqUido La Idenllficación exacta de las 
especies adqumdas se reaJiT..ará con la ayuda de Personal del Museo de Histona 
Natural 

b) Ptántulas ÚI litrO Para plantulas obtenidas de los CuJtl\OS " In \furo", conSlStentes en 
hojas y tallos. se realiLafán ex1racciones por mmerslón en agua fria por 24 horas 

e) Planta molida: 
El tejido de plantas In l'IVO e In )'IIrO, se congelará en nitrógeno liqUido ~ se molerá en un 
monero en presencia de agua El soh·ente sera eliminado por e\'aporaóón a presión 
reducIda, los extractos se pesarán y se guardarán en un refngerador a O oc. A cada 
e,tracto se le detennmará su acti\ idad alek>pática y anllfimgica. 

Obtención de t:J:tnw::tos ol"linjeos 
Las plántulas serán sumergidas en un solucIÓn alcohólica (85%) durante 2-' hrs 

Adicionalmente. se molerán en presencia de mtrógeno liqUido )o se extraerán con la 
rrusma solución alcohólica A estos extractos se les determinara su acti\idad aJelopática y 
Mtlfímglca 

E-staldarización de 105 tItractos. 
Con el propósito de dlsponer de extractos eqW\ alenles en termmos de su C0IT1>OSICIÓn. 
estos serán estandarizados utilizando la témica de cromatografia hquida de alta eficiencia 
(HPLC). que perrntte cOD1larar los principales componentes existentes en la muestra La 
estandarización sc hará en función del componente mayofltano presentc en la nJJestra 

Fraccionamiento de los utnetos 
Los extractos se fraccionarán por colunmas cromatográficas rápidas, utilizando so" entes 
de dlfererlte polandad. como he~ano y meTClas de hexano y acetato de etilo) etanol Para 
ello se utiliT..ará la técmca de Cromatografia líqUida a Presión Reducida (CLPR) que 
permittrá obtener mezclas de compuestos menos complejas que los extractos origmales 
Cada una de estas SUb-fracClOnes se concentrarán a presión redUCida. los extractos se 
pesaran ~ se guardaran a O"c. Las sub-fraccKmes seran analizadas por cromatografias en 
capa fina anaJíllca (CCF) en dlferentes sistemas cromatográficos A cada sub-fracción se 
le medltá su actl\ldad a1elop81lC3 ~ antlñmglca Aquellas sub-fracciones de ma)or 
aCllndad.. se seleccionaran para una postenor separación y punficaclón de sus 
componentes acu\os 



Evaluación de las propiedades alelopáticas 

EvalU1K:iÓfl en Semilla! Para estudiar las propiedades alelopátlcas de los extractos. sc 
ulill/.arán semillas de mono ) dicotiledóneas. de acuerdo metodologías descritas en la 
literatura 
Monocotiledóneas 

Dicotiledóneas 

Gramncae 

Cruclferae 
Composltae 
Solanaceae 

Al/mm cepa Cebolla 
Trlllcwn aeSllvum. Tngo 
Hordeum ,!Ulgare. Ccbada 
Lepldwm satlvum . Berro 
IACIUCO sa1lm Lechuga 
L.I'COperslC'Jm es,·"lemum. Tomate 

Efecto de los extractos sobre la gennin1K:ión de semilla. 
En placas Pctn de I~ cms de duimetro. cublcrtas con papel filtro Watman N° l. se 

colocaron 10 semIllas pre\lamenle desinfectadas de las especies mdicadas en el punto 
antenor Las placas fueron puestas en una cámara de creclllllento a 2~± 2 "C ~ un 
rotoperiodo de 16/8 hrs IU7J oscundad COOIl enSll~o se realIzó por tnplicado Se 
consideró como ulCÍlcador de germinación aquellas senullas c~o crecuruento radicular 
fue Igual O supenor a 0.5 an 

Efe<'to de los extractos 50b", la a-amilasa 

Ensayo de placa Petri: 
Se embebieron mnades de senullas de cebada con embnón. por ~8 horas en extractos 
alelopátlcos entre O y 15% pI\'. agua o ácido abscislco (ABA en concentraciones de 10.7 a 
IO·' M). Luego. las semillas se sembraron en placas Petn preparadas con 15 mL de 
solución agar almIdón (I%p/\ en extracto. agua o ABA) Cada placa con 10 sel11lllas 
cerrada hermélicamcnle. se inCUbó en una cámara de cultno a 25°C y con un fotoperiodo 
de 16tH horas luz, durante 24 hrs. Finalmente, se retiraron las semillas y se re\eló las 
placas con lugol (6gr KI más 600 mg h en lOO mL de agua). 

El parámetro a determinar fue el efecto de los e ... tractos sobre la actl\ldad de la 
CllZIma a-amtlasa Este efecto se nsuahza en el diámetro del halo Que indica la 
degradación de almidón por la enzIma 

Análisis especlrofotométrico 
Serán maceradas semt1las de cebada (pre\ lamente embebidas durante 48 horas. en frio 
en CaCI] 5mM en lUla proporción de 055 (gr/ml) El macerado será filtrado ~ 
centnfugado a 12500 rpm durante 15 mnutos El sobrenadante se utihzará corro 
e ... tracto CfVJmátlCO La mezcla de reacción para e\ aluar la actl\ Idad enzirruitica 
contendrá 100 )J.L del extracto auimá1lco ~ ~OO uL de ngua. la reacción se inICIará al 
agregar 500 ~L de solUCIón A (50 ,",\1 NoOAc. pH 4 8. O 03 %plv almidón p.": 60 mM 



aCI) 20 mM CaCh) y se detendni al amclonar 500 f1l de solucIón de lugol luego de 
Wl periodo de IncUbar 5 minutos a tef11>eratura ambiente Para e\aluar el efecto de los 
e.xlmctos se agregará '" la mezcla de reacción diferentes \olumenes de extracto (10-50 
~L) La actl\'ldad ef17lmáuca se expresará en base al consUIT'O de alnudón(~g) por (nlll1uto 
) mg de proteína). a1 determmar la absorbancia del complejo almldón- Iugo! a 620 nm 

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

Obtent'i6n de suspensión rnitocoodrial de plantas de cebada 
Esta ~uspcnsl6n fue preparada según el método descnto por Aranda y colaboradores 
(1983), utilizando plantas de cebada crecidas a 25"C y en oscundad para e\'lIar desarrollo 
de cloroplastos. Las plantas de 15 días fueron maceradas en frío con buffer de extracción 
(O 25 M sacarosa. l mM EDTA 2 mglrnL de BSA l' lO mM Trls-HCI. pH 76). en una 
proporción I 5. El e.xtracto obtenido se filtro y centnfugo a 2000 g por 15 1Tl1OUtOS El 
sobrenndnnle fue centnfugado nue\amente a 10000 g por otros 20 minutos. La pella 
resultante se resusperxhó en buffer de resuspcr1.'iló n mllocondnal (O 25 M de sacarosa. 10 
mM KCI . 5 mM MgCh. lO mM NaH,PO.!Na2HPO~ pH 7.4) 

3J.2 Delenninación de consumo dr oxigeno: 
El consumo de oxigeno se determino uuhzando un electrodo de Clark durante 15 ntlnutos 
a temperatura de 30"<: La mezcla de reacCIÓn contenUl una cantidad de proteinas y buffer 
de rcsuspen5lón mitocondrial La reacCión se mlCIO al agregar 60 ~L de NaDH I m..'1 
El erecto de los extractos a1elopáticos) ImM KCN fue e\aluado en forma similar al 
protocolo antes mencionado pero con 100 ul del c.,tracto o 100 J.ll de KCN (control 
poSltl\O) El consumo de o~ígeno se determino según la sigUIente expresión ' 

Consumo de oxígeno = (M x S) I (100 x P) (umoles 11. mm-' x mg " prot) 
Donde 
M =- pendiente mlclal de la curva trazada por el oxigraro expresada como una direrencla 
po rcentual de conterudo de 0 2 por mmuto 
S =- solubthdad del oxigeno en tampón rrutocondnal eqUJYalenle n tul 100 % (O 223 mM a 
30"C) 
P = concentracIón de proteínas (mglmL) 
La concentración de proteínas fue determinada me<hante método de Bradford modi ficado 
usando una solUCIón de BSA estandar I mglrnL 

[rKto de ntnlcf05 50brt la re_aon de Hm: 
Se macerar6n 10 gramos de hOjas de espmaca en frio con 20 mL de O 5 M sacarosa y 3 
mL de O l M buITer NaH,PO.!Na,HPO •. pH 6 5 El macerarlo fue filtrado) luego. 
centnrugado a 5 700 rpm por 3 rnlnUIOS. El sobrenndante se centnfugo olra \eL. a 12.700 
rpm por 7 rrunutos La pella resultlWlte se resuspendlo en 20 mL de O 1 M buffer 
NaH1POJNa2HPO". pH 65 en frio La suspensión de cloroplastos se guardo en hIelo y 
en oscuridad 



La me7..cla de reaccIón contema I mL de NaJ-hPOJN32HPo." pH 6.5, 2 mL de agua) 1 
mL de 2 5 xlO .... M DCPIP (2,6-dldorofenol mdofenol) La reaccIón se mIelO aJ awclonar 
1 mL de suspensión de c!oroplastos y se segwo el avance de la reacción 
espectrofotométncamente. pre\la Iluminación de los tubos cada 15 segundos durante 75 
segundos 
La reacción de HIII se e\ldenclo a Lra\és de la fotoreducclón del DCPIP a 6OOnm, por 
pane de los cloroplastos Ilurrunados 
El efecto de los extractos aJelopáticos y de un herbicida fue evaluado en forma sImIlar aJ 
protocolo antes mencionado 

Actividad de los extrad05 aIeIopiücos sobre maleza5: 
Semillas desinfectadas de diferentes malezas (Gallega oficma/lls. fueron embebidas en 
agua (control»)' en extractos crudos de plantas m varo (tratarruento) durante 2 horas 
Luego. las semillas se sembraron en placas de gemunaclón siguiendo similar protocolo 
que en punto 4 Se consideraron semillas genninadas aquellas que presentaron un 
desarrollo de la radlcula ~ que O 5 cms. a las 72 horas de reall7.ado el ensayo. Las placas 
selladas fueron incubadas en una ccimara de culth o a 25°C y fotoperiodo de 1618 

Evaluación de las propiedades runpcida. 

Cepas de 8. CÚfUn. 

En este estudJo se UlLbzó la U29 de B cmerea. esta cepa fue aislada de U\as 
Infectadas por el hongo ~ fue purificada de manera que la cepa utlhzada pro\'iene de un 
comdlo 

Crttimiento y mantención del honco 
El hongo se hiL.O crecer en el medio de CUItI\O agar papa-dextrosa } fue 

mantenido en turos inclinados con agar papa-de:\trosa Para la obtención de esporas las 
placas fueron Incubadas a 10 cm de dJstancla de tubos nuorescentes FI5T8 BLB con un 
espectro de erruslón de 3 10-410 nm Se rea]¡.I..afon sutx:ultl\'OS periódicos a fin de 
mantener el hongo actl\fO 

Actividad antifúngica in l 'Í/rO y citotoxiddad de los utraetos. 
En los expenmenlos In varo se e\'a1uo el efecto sobre el crecImIento del micelio) sobre 
la gerrnmaclón de los comdlos 

Sob~ el c:reci.miento dr B. CÍlfUetl. 

Para reaJi78f estos experimentos se prepararon placas Petn que contenían el medio de 
CUltl\'O agar papa-dC'-1rosa y los extractos solubles en una concentración de 0-15% pI\" 
Se inOCulo al centro de la placa nnecho del hongo y se medIO el diámetro de crecImiento 
del micelio diariamente. Como controles se uso placas de cuhn'o que contenian agar 
papa-de.x:trosa en ausencia de los extractos. Cada experimento se reaJll:o aJ menos en 
qUintuplicado 



Sobre la cenninui6n de los conidios de JJ. citt~a. 
Paro determinar el efecto de los e.\.tractos sobre 13 germmaclón. los comdlos fueron 
resuspend!dos en el mecho de cultl\o liqwdo papa-de.\.trosa en presencia de los extractos. 
Los conidios resuspendldos fueron incubados a 22 oC y se detemuno la cméllca de 
germmación. Como control se determmo la cmétlca de germinación de los conidlos 
rcsuspendldos en mecho de culll\o. pero en ausencia de los extractos 

Citotoxicidad Celular 
Linea celular 
Se empleó una linea celular HeLa. la cual fue crecida en mecho DMEM suplementado 
con suero fetal bo\'lIlo mactivado (SFB 10 o/a), L-glutamllla (l mM). gentamicina (50 
IlWmL). plruvato (11Mt1) Las celulas fueron cultivadas en una atm>sfera controlada con 
5°{, C02, lUla humedad relativa del 95% y una temperatura de 37 oc. 
Conteo celular 
Las células fueron tratadas con el reactl\O 8Jul tnpán ~ postenormente se est imó el 
número de células \ 1\ as Utlhzando una cámara de Neubauer m:mtada sobre un 
microscopIO óptico (microscopIO blooculnr óptiCO ZeISS. modelo KF2 pla acromati\'a con 
lámparn de 10 W) Zetss. 
Inducción de apoptosis celular 
Se sembraron aproxurodamente 2.2 x 105 células HeLA en las placas de 6 pocillos en 
mediO DMEM suplementado sm roJO fenal Postcnormente se IIlcubaron las placas en 
Wl3. estufa de CUItI\O (VWR-Shellab. rrodelo 2-'25) a M~ RH, 37 OC ) 5 %COl hasta 
aJCan7.N luego de 3 días una confluencia del 800 0 en los pocillos (aprox.. 650.000 
celulas). las que fueron \ Isuall.lJldas en un miCroscopIO m\'ertldo Nlkon, modelo TMS) 
Los pocillos fueron la\ados con mediO DMEM (Sin rOJo) sm suplementar) dos \ 'cccs con 
el fm de ehmmar las células que no se ndhmcron 
Se utlhzó actmonucma O como Inductor de apoptos1s a una concentración de 5 IJglrnL 
durante un periodo de 18 horas como cOlllrol poSlll\O del ensayo Las células apoptÓl1cas 
se encontraron libres en el mediO de culti\'o Por lo tanto, se recuperó el sobrenadantc en 
tubo falcon de 15 mL y las células adhendas fueron tnpslOu.adas (Tnpsma-EOT A 0,5%) 
durante 10 mm a temperatura ambiente sobre un agitador orbital. Una \'ez triPSinil..adas se 
mezclaron con el sobrenadantc)' centnfugadas a 1500 rpm x 10 mino se eliminó el 
sobrenadante y se lavó el pellet con medio DMEM sm rojo fenal . 
Tratamiento de cBulas HeLa con ntractos 
Se Incubaron las células en confluenCia en los poS lilas con extractos crudos de PUlIoa 
donde se evaluaron las Siguientes concentraciones. I mglrnL. 4 rngImL Y 6 rngImL 
(\'olumen fmaJ de 2 mL con mecho DMEM suplementado sm rOJo fenal) por períodos de 
2-' ~ 48 horas en las ITIsmas condiCIOnes descntas antenormente para crecer células 
HeLa 
Extracción de proteinas 
El pellet celular que se obtu\-o después de la tnpSIfll..l3CIÓn se trató con 300 J.1L de buffer 
de liSIS IX fOO (K.Jt caspasa-3. Cherrucon) dumnte 10 minutos en hielo. para luego ser 
centrifugado a IO(X)O& '\. 5 min El sobrena.dante (extracto cltosóhco) se consef\ó a -20 
oC 



~tenninatíón de la concentración de proteínas 
La concentración de proteínas se deternunó por mediO del método de Bradford (1976) a 
595 nm. A 1.0 mL de reactl\O de Bradford se le adicionó un \ olumm de 8 ~L del 
e\.1raclo CltOSÓItCO para que se ajustara a la cun a de cahbraclón 
Dcttnninación dr Acti\idad Caspasa-3 
La actmdad de esta enJJm3 se evaluó con el kit Caspase-3 Colonmetnc Actl\ Ity Assa~ 
(Chemicon) cuantificando la _ ...... nm (Lector de nOcrop!acas ELlSA 
BioRad. modelo SSO~ Se ~Iearon 100 ¡ll. como volumen final de la reacción. 

J. ACTIVIDADES DEL PROYECTO. 

Las octl\ tdades reaJlJ'..adas en este proyecto se muestran en el ltstado 3 contmuaclón. Se 
destaca el que prácticamente todas las actl\'idades fueron reah7.adas de acuerdo al 
crononograma inicial tal cual se informe en cada W10 de los informes téaucos, La timea 
acU\ idad que no se pudo desarrollar fue la relacionada con el hongo UneCOIDr que no se 
puede cultl\ar m Vltro Sm embargo, se mlCI3f3 una colobaración con el ESlacion 
Expenmental la Platina del IN IA para e ,'a1uar m \1\0 el efecto de los extractos en el 
hongo 

Dctermll\ar medio de cultl\O adecuado para obtener cultnos In ",(ro de las especies 
Busqucda de las cond1CKlnCS adecuadas para la obtencIón de btomasa. con allo rendimlCnto 
ProducclOfl de biomasa med18nte el uso de birrcac:tores 
Sulx:ullJ\'o de las especlCS 

ObtencIón de e.xtraclos biooctl\'OS, Efecto de sollenle 
ObtencIón de extractos blooctn'os Efecto de pH 

Ensa~ o sobre errumas 
ResptnJClón en nutocondnas aiSladas 
Fotosíntesis- RQtccloo de Hill 
Efecto de extractos acuosos de diferentes especies sobre la germtnaClón 
Efecto del pli sobre la aCh\idad de extractos en la germinación 
Efecto de extractos orgánICos sobre la genmnactÓn 
Efecto de extractos sobre la activldad de la u -almlasa 
Efecto de los extractos sobre la respiración 
AlsJamicnto de cepas de Botr)'flS clnerea 
Cultl\ o de B clnerea en condicion~ de Laboratono 
Efecto de e.xlr8ClOS sobre B clnert'a In n(ro 
Efecto de extractos sobre B clner~a In \'/VO 

Efecto de exlr8Ctos sobre U. necaror 
Realizar talleres 
Patentar resultados 
Elaborar tnforme fmal 



4. RESULTADOS DEL PROYECTO. 

OBJETIVO I Optimizar metodología para la obtención de blomasa \ egetal a partir de 
especies nall\as de canelo (Dry,ms wmlert). pintoa (Pmloa chdens,s). boldo (Peumus 
bQldus). puchea (TessGnQ absmthlOdes» patagua (Myrceugenio plampls) 

PkI"hea abtinthiodes. Especie muy común en suelos humedos y salinos De esta planta 
se utih.l..aJ1 infusIones para controlar el colesterol. La fanuha Pluc;heceae esta constltwda 
por 28 generos ) alrededor de 250 especies La 1m estigaclón de esta famiha ha 
demostrado que a1gWlas especies presentan propiedades alelopátlcas 

Las fotos muestran CUltl' os de esta especie al cabo de 1 mes Esta resulto una especie 
relatIVamente fácil de cultn'at In vllro Se obtu\'o Wl ¡ndice de multiplicación Igual a 8 
Los subcuhl\os se replicaron con lapsos de I mes Se dlSpone de CUltiVOS In Vllro de esta 
planta. 

Culll\o In Vllro de Nuchea ah!unlh/Odes 



Drylffü wUtlui. El canelo es una de las especies de la Farruha Wmteraceae. Esta Fanulia 
co~ucsta por .. géneros} 60 especies distnbwdas en Aménca del Sur, Madagascar. 
Austmlm} Nue\ a Gumea En Chile esta representada por 3 especaes del género Dnmyl' 
La madera es de buena calidad} fácil de trabajar. con ella se fabncan mstrumentos 
mU:.'HcaJes ~ madera de construcción La cone¡..a es ulllu.ada para combatlT el escorbuto. 
tlllll.bu:n conllene \ itanuna C. tanmos, aceites esenciales. sustancias anhbactenanas ~ 

sales de fierro} calcio 

CuJll\O In " , (rO de f)ry,m s W In/en 

Esta planta rel81l\ amente dificil de cultl\ ar In vI/ro. pues presenta un índice de 
mulllpllcaclón relatl\ amente baJo (3 brotes por explante) Las plántulas sin embargo. 
presentan un buen crecimiento lo que pernute obtener una blOmas8 adecuada en lapsos de 
40 días 

p~""."s 1H~.s. Especie peneneclente a la ramlha MOOlmlaceae. Esta f3ffillta 
comprende Arboles. arbustos o enredaderas. slempreverdes y compuesta de 34 géneros 
con un total de 440 especies 
En Chile esta representada por 3 géneros natl\·os . uno de los cuales. Peumus. es 
monotiplco y endémiCO de Chile 
Las hOjas son ulllu,adas como mfuslones, ademas conllcnen numerosas sustanCias 

químicas muy cotLZadas en la mdustna fannacol6glca La corteza nca en tanmos y se 
ullh.l.a en curtlcmbre El fruto es comestible. 



Los cuhi,os de boldo resultaron muy dificlles en un comiervo. sm embrago, una ,ez que 
se logro inducir la rormación de brotes en un mediO suplementado con antlo'ldanles. se 
obtu\o un ~ buen índice de multlphcaclón eqUl\'tlJente a 8 

Pinloa cltikmu Especie endénuca de la 111 reglón. Ha sido clasificada en peligro de 
e'1HlClón Resulto una especie de crecimIento relntl\'nmente lento Se obtuvo un índice de 
multIplicación Igual a.t Pertenece a la Frumhn de las Zhlgophylaceae 



Myl'C~genÚl planipil' (Cr)'node.ndron patagua). Planta perteneciente a la fanuha 
ELAEOCARPACEAE Esta famlha esta compuesta por ') géneros ) cerca de 540 
especies 
En Chile la famllm esta representada por dos géneros) J especies Especie Ornamental. 
Melifero. Reforestación Especie de rápido creclnuento Los tanlOos de la corteza se 
ullh ... ..an en curuembres. La madera se utilu.a en muebleria 

Patagua cuhl\3da In vuro 

Esta especie presento rápido crecinuento In vJlro El índIce de mulllpllcaclón obteOldo 
Igual aH) la rápida elongación pernuten obtener una buena cantidad de biomasa en 
penodos de tiempo cortos 

En conclusión. este objeti"o fue logrado en un 1000
0 no existiendo dificuhades 

metodológicas y ullhlandO la metodología propuesta en el pro) eclO original sin grandes 
modificacIones 

OBJETIVO 2. Implementar metodologlas para la obtención de extractos bioacti\os de 
especies nall\ as cultl\ actas 1ft \llIra 

Se anaJl"'.aroo dos metodologías extraccIón de los pnnclplOs actl\'OS: por difusión) 
macerando en rutrógeno hquido En ambos casos se utlhlaron como sohente agua ) 
etanol 85% Los resultados obtenidos muestran que se obtienen mas principios actl\OS 
cuando se macera en tejido en N2 hqwdo) luego se extrae con el soh'ente 



OBJETIVO 3 Desarrollar bloensayos para la e\'aluaclÓn de la actl\ Idad aJeloquímlca 
de los e,tmctos \ egetales obtenidos. 

Los bloensa)os Implementados para dar cWJ"4lllnuento a este obJetn'o fueron el ensa) o de 
germinación en placas Petri • el ensayo de la enz¡.,.. a-amilasa. el efecto de los extractos 
sobre la respiración y fotosintcsls >' el efecto de los extractos sobre el hongo R.cmerea 

G~nnin.ción de semillas en plaU5 La germinación en placas resulto un ensayo de fácil 
aplicación y con una alta reproduciblhdad. por lo que es un muy buen sistema para medir 
la actl\ Idoo de a1eloquímlcos 

Ensayo de &enninaci6n 

Ensayo de la aJ(.amilasa Este es un bloensayo orlgmalmente disei\ado para e\aluar la 
acH\ Idad de reguladores de crecamlento en plantos En este proyecto se implemento para 
e\a1uar el efecto de AJeloquinucos en la actl\ldad de la enl'lma alfa-arrulasa. Es un 
cnsa~ o relatn'amente Simple. por que su unplement3C16n resu1ta ~ apropiada para 
eyaluar la 3C11\ldad de metahohtos secundanos 



t:.ay •• Ia...¡... • "Ma 

Efecto de los extn(',tos en la ~spiraci60 y fotosintrsiJ El en desarrollo del proyecto se 
Implemento el uso de un oxigrafo. equipo que permite me<hr consumo y/o producción de 
oXigeno en organek>s aislados. Con la íl}uda de este eqUipo se logró e\a1uar el efecto de 
los extractos sobre mitocondna y cloro plastas ruslados 



Ertclo de ulrados en 8. Cin~'H. El blOCrlSa)o Implementado consistio en Incorpoar los 
e,1raclos en medios de cultiyos que fueron utllil..adOS para cubnr placas Petri. Los 
c'tractos fueron incorporados me(hante filtración , una \e7 que el agar habla aJcanLado 
lUla temperatura cercana a los 50 oC, a fm de e\'tlar una posible degradación por efecto 
del proceso de esterih.taci6n en autada\ e El btOensayo resulto reproducible por lo que 
permite e\aluar de manera confiable el efecto de di' ersos a1eloquímlcos 

Biomsayo para n 'aJuar decto de produdos naturales en hongos 

En conclusilm. este objetivo fue ktcrado en un tOO-;. 



OBJETIVO 4 Detemunar la aCII\ Idad aJelopatlca de los extractos \ egetaJes 

[feclo de utra~to.!l .!Iobre la cenninxión. 
A Continuación se muestran los resultados obtenidos para cada lDla de las especies 
esllKhooas 

Pluc~a absintbiodes. 

Se obtu\leron extrattos acuosos de P abslnthlOdes. pro\cmentes de cultl\O In vlfro ~ 
IIofill.looos de plantas colectadas en terreno La Figura muestra que en ambos casos hubo 
mhlblción de la gerrnmoclón. Resulta mteresanle destacar que ambos e'\.1rnctos mueslTan 
lUla adl\ ,dad eqUI\ alente sobre cebada 

Germinación de c."" 
con .,..trb ....... IO ..... pIu ••• In ytvD • '" v.o 
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La Figura s lgulerlle muestrn los efectos de ambos extractos sobre tomate 

r - '2"00 T ____ Qe_-___ -__ cIe_-_______ ., con ••• ~b~ ... K~~100. de pluch •• 111 vivo. In vltro 
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Se obsena que el efecto es eqw\'alente en ambos casos. s iendo ma~ or que aJ obterudo 
con cebada 

DI'j"mh w;"ll!ri. 

Ere("to de elltrllctos HUOSOS dr tam:lo 50b,.. la cenniDacióD de saniUu. La figura 
sigUiente resume los resultados oblemdo al e\aluar e l efecto de e;<trna05 acuosos de 
canelo sobre la gernunaclón de serrullas de diferentes especies 

r 
a.aodlll ...,....c..-... .. 

de~ .... • • 

- ........ ...... 

Se obsena que los e.'\1.ractos inhiben la genntn8Clón de todas las semillas ul1li7.adas. 
Siendo las mas susceptibles a una concentración del I ()O~ p/\ . /.epldlO ~ LO/111m 

111. Ef«to de los U'rutos sob,.. el crecimiento raditular. 

La figura siguiente resume el crecimiento radicular de las semillas que germmaron en 
presencia de los extractos. Nue\amente se observa que LepidiO y Lolwm son afectados a 
altas concentracIOnes del ex tracto Esto sugiere que estas plantas SI bien gcnninan, no 
desarrollan un sistema radicular adecuado al crecimiento 
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Efecto de extracto! acu0505 de pataEUa 50bre la cenninKión de semillas. La figura 
siguiente resume los resultados obtenidos al e \ ajuar los efeccos de e;.."lrnctos acuosos de 
pntngun sobre la germinación de diferentes semillas 



Con extmctos acuosos de patagua.. la especie mas afectada fue el trigo pues a una 
concentrac»ón de 15% p/\ no hubo germmaclón El resto de las especies son afectadas de 
manero diferencial 

IV. Efec:to Jobl"f: el cl"f:cimiento de plantm:. 
f)r)'mi~ win/~rü 

Para esta especie se muestra el ereao sobre el crec imiento de dos de las plantas usadas. 
Lepidio y tomate El crecimiento de IUllbns especies de \ e inhibido de manera 
slgmficatha a una concentración de 15% pI\ 

Elido" edrM:to de aneto 
eotw. el cNcim6e. de ..,..., 
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MJ'''c~"ÚI pI""ipis 
Para esta especie se nwestra los resultados obtellldos con el crecimiento de tomate ~ 

Lo/mm perenne _0 ..... _ ele PabIg ... 

en el ctKI_1O ele T_ 

T._ ....... 

El crecimiento de los brotes de tomate se \10 afectado de manera slgnificsl l\a a partir de 
una concentración eqUl\ al ente al 40

0 

Peumus boldus. El crecinuento de brotes de lepidio) rábano fue afectado por el extracto 
de boldo de rmnern slgmfiCall\3 

Ct'eof", .. ...., de pea,... •• LApllllo (~~ .... k ..... ) 
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.aedJ .... *" a-a. ,,. 
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l'Iuchea absmlhlOdes E:\tractos de Pluchea mhlben el crecnruento de baJ hca 
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Er~do de extractos sobre semiUas • makzas 

a) l...oIillm pn~""~. 

PlucMa absinthiodf'S. Se obsena que los e),,1raclos de pluchea lanto In VIVO como In 

vllro. Inh. ben la germinació n de L. perenne 
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con axtIa:tos de pIuchu in.tto. in.1IIo .,Q'I. 
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Dr)'1ffis wüttn1. Los extractos de canelo muestran un fuene efecto IOh.b.dor de la 
germinac ión de I_perenne 

._---------- -'---, _ "eJdJ_ de c.n.Io _la 
gennlnalcI6n de _ de L_".,.... 
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P~"I"'IS bold"s. Lo extractos de boldo llenen Wl efecto muy slgnificati\ o sobre la 
germmacló n de 1 perenne 

Efecto deI.~ cIII..- _ lo 
gern .... ci6n cIII_la. cIII LOoIo. __ 

' 25,00 ,---__ ---________ ..., 
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MJ'rc~C'!nlll pllUllpls. Los extractos de patagua mostraron lD1 efecto mhlbldor mfenor al 
obsel"\ ado con canelo ) boldo 
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Al comparar los efectos de los 4 extractos, se puede cOft(luir que el extracto de 
OOklo. es el que presenta mayor capacidad inhibitoria de la zenninaciiin de 1-
~'fIf~ 

b) 8T1usica rapa (yuyo) 
Pinto. chUensis. El extracto de pmloa mostró Wl fuene efecto tnhlbldor de la 

germmoclón de semillas de yu~ o 

a.cto ... xtrKtoacur:.odlt,... ........... w:I6t, de ti' .,.., 
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Tr ......... 
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P t!IIlIUIS bolas. El exlrado de boldo mhlbló la germinación de senullas de ) uyo de 
manera slgmficall'"a. a una concentración de 1.5% pI, no hubo germmaclón. 
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PÍltloa cJrüDUis. El extracto de Pm/oa mostró un efecto inhJbldor de la 
gemunactón de semillas de correhuela. 

a.cIo de.ulr8do_ ............. ,. ...... . ... _.eon-..... .. 
120 

o -.,. 
Pt!II",IIS boldJu. El exlracto de boldo Inhibió la germinación de senullas de correhuela. 
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Se obsena que ambos extractos tu\leron un efecto slmllM en la mhJblción de la 
gemunaclón de senullas de correhuela. 

d) C)'n0511""s «IImOllls (Cola df' Zorro) 

Pi.nJ()Q cl,;/~flsis El e'\.1racto de P/nUXI mh lbló la germmoclón de senullas de cola 
de !'orro 

flldo del eatndo ~ de P .... en la germlMd6n de 
.mN'--de Cola de zono 

_ ... -- -, .. 
PI!MIftIl$ boldus. El extracto de boldo inhibió la genrunoclón de semi ll as de cola de .lQrro 
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Se obsena que el e'1rocto de boldo presento una meJor 3Ctl\idad inhibldora de la 
germmaclón que el extracto de pmtoa 

Efecto de u ..... etos sob", mitoc:ondrias y doroplastos aislados. 

PflleJ,,!a abs;lItlriodn La figura muestra el efecto de diferentes concentraciones de 
lIofíliLado de pluchea sobre el consumo de oxigeno de rrutocondnas de mal? aisladas Se 
obscn3 que el efecto es slgmficatilo solo a una concentración de 5 mglml Se puede 
sugerir que el efecto mhibidor de esta planta no esta relaCionado con este proceso 

- E-_--;;.;. -... -. :-:~ .... ::,=.: •• ~CIot~ ..... :~) ~~':.~"~"~"'~'~-:.~";;;--·l 
olligefto .. '.;.. oa ......... t .... !Ia ...... _...ar. 
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La figura sigUiente muestra el efecto de e:xlrnctOS de IJJuchea a dIferentes 
concentracIones Se aMen a que la mhiblcl6n del consumo de oXIgeno aumenla con la 
concertación del extracto 
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Del extracto Imcial se obtmieron dJferentes fracciones c~ a aCII\ Idad se muestm en la 
figum siguIente 

E ...... ". I ~~ .. ,~~II •• ,.ve.o) ..... _ .... c .. 
~d ••• a ...... aor¿ ................... M16z 

Se puede concluir que ninguna de las fracciones es capaz de inhibir el proceso de 
respiración ffiltocondnal Esto sugIere que en el extracto IniCial e.\:lsten moléculas que se 
potencias en su actl\ Idad 



Peumus boldus Los extractos de boldo muestran una InhibIcIón de la actl\ldad 
respiratoria que no depende de la concentracIón del extracto 

"' . ... ... ... p 
,) 1 

n. 
tO,O 

o. 
o • 

•• ,. 

L 
•• 

"'"'""'- ecLD;)1B') BQ.DO(1ft» 1ICI..00(1"1 ..:NetO .... T._ .. _ 

Efe<1o de f:lItractos sob~ doroplutos aislados La figura muestra el efecto de un 
hofilu.ado de pluchca sobre la acll\ldad de doroplastos Se obsena que ha) un efecto 
Inhibldor del proceso que no es dOSIS dependiente. dado que las diferencias entre 3 Y 5 
mglml son poco slgOlficatl\'ag 
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Al fraccionar el extracto IniCial de pluchea se obtu\leron los slgwentes resultados Se 
obsena que la fracclon I reduce la producción de o" geno en Casi un 50~. y In frocclOn 2 
casi un 3000 Estos resultados perlTUten sugenr que la act l\ ¡dad del extracto IniCial estana 
en estas dos fraccIOnes ~ontanamente 
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l 
En In figura slgwente se resumen los efectos de extrados de las distintas especies en 
estudiO sobre la acl l\ ldad de cloroplastos aislados De los resultados mostrados se puede 
conclwr que a una concentracH>n equi\a1ente al ",,00 ph bo ldo y pluchca mhlben la 
act¡\ Idad de c1oroplastos ruslados. mientras que patagua y canelo la estimulan. 
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v. Efecto _re la _dWl_.ae .......... -....... 

Peumus boIdus. El extracto de bokto mostIó \mi. efecto inhibidor de la acthidad Q,­

amilasa semejante al ejercido por ABA. conocido mhlbldor de la germmaclOn 
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Pmfoa chtlensls El extracto de pint aa inhibió de manera slgmficatl\'a la nctl\ldad de la 
a-amilasa. 
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Drymu wmlen. El exlrxto de canelo inhibió la Ktividad de la .-amilasa 
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El efecto de k>:s extnIctos sobre la actividad de la .-amilasa, puede explicar el efecto 
observado sobre la germmaciÓn. Esta ennma es clave en la hldróhsls del a1nudón durante 
los pnmeros estadlO$ del proceso 

En conclusión esR objetivo se Jotro en un 100% 

OBJETIVO 5. E\ aluar las propiedades antlfUnglcas de los e'\traccos ,egetales 

Bot1)1i..f c;"eTtL En la actualidad se ha logrado obtener 5 cepas obtenidas de malenal 
prO\ enlente de diferentes nftas del valle del Matpo Además. se dispone de una cepa 
aislada de U\3 que ha permilldo realiatr CflS3)os prehmmares 

Obtención de cepas dt Ji cint'."1I 

Se dispone de 5 cepas rusladas de U\ as mfectadas por el hongo y fue punficada de 
manera que cada cepa utilizada proviene de un conidio. El crecimiento y mantención del 
hongo se realizó de la siguiente manera: El hongo ha SIdo crecido en el medio de CUItI\'O 
agar papa-dextrosa) mantenido en tubos inclinados Para la obtención de esporas las 
placas fueron incubadas a 10 cm de distanCia de tubos nuorescentes F15T8 BLB con un 
espectro de emiSión de 31 0·41 O nm Se reall7..arl subcultl\'os penódlcos a fin de mantener 
el hongo actl\ o 

Efedo de difel"ftltes extractos sob .... B. c;"Uetl. Se probaron e:Xlractos pro, efllentes de 
de plntoa ~ boldo mantCludas en cultl'O m "aro Esta téauC3 asegura la dlspomblhdad de 
materia pnma Sin restncclones La solUCión que mejOr resultado ha presentado es la de 
concentración 4% pi,. esto es -1 g de tejido en 100 g de sohenle De esta solución se 
prepararon disoluciones al 5. 10) 2~:' , /\ ) de determmó su erecto sobre el desarrollo 



del micelio La figura muestra los resultados obtenidos aJ e\aluar la cepa U29 de \ides. 
En la placa de la il.quierda en un tiempo de 4 días el mlceho cubre totalmente la placa 
rruentras que en el nusrro penodo de lIempo en presencia del e.'ttracto a1 4% no se 
obsen a creel miento I1llCellal 

Al e\ aluar el efecto de e:\1ractos al 1000 para las especies sei\aladas se pudo const81ar que 
ambas retardan el crecimiento 
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La figWll slgwente muestra los resultados obtenidos al tratar el hongo B. cme,.ea con 
e.'\tr3CIOS de las diferentes especies analizadas 

La figura slgwente muestra el porcentaje de mhlblclón del desarrollo del mlccho del 
hongo B cme,.ea a los S y 10 día') Se observa que los extractos mtubleron el desarrollo 
del rrucello de manera Significativa en valores supenores a150o~ por mas de 15 días 
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Ensayo! in '';1'0. 

Las figuras siguientes muestras el ni\ el de protección dc los cxtractos aJ Inocular hOjas de 
tomate con miceho del hongo B cmerea Las fotos fueron tomadas 7 dias 
posttnoculaclOn. Se obsena que existe Wla reaJ protCCCK>n En la actualidad se reallLall 
estudiOS con plantas completas a fin de determmar concentraCIón óptima de acU\ Idad 

Ensayo! c:on fruto! de fnJtiUa. Frutos de frutilla se han ullhl'..ado para e\aluar la 
actl\ldad de los extractos Se aplico a cada fruto un \olumen de e.xtracto )' luego se les 
Inoculo con esporas de H c;neroo. Como elemento de comparación se utilizo en 
funglclda botáll1co Be-IOOO. Este es un de las pocas ahematnas con la que cuenta la 
agricultura orgánica. La figura sigUIente muestra los resultndos al cabo de 5 dias post 
Inoculación con esporas del hongo. Se puede obser"lar que el extracto de nuestra planta 
muestra una muy buena act IVldacl, pues el hongo expen menta poco crecimlcrllo, mientras 
que en Be -1000 Casi cubre el frulo por oompleto El desarrollo adecuado en lénnmos de 
un produao comercial podría permitir el uso de este extracto en pcnodo de postcosecha. 



BC-IOOO 

Búsqutda de condiciones adecuadas para la obtención dt biomasa. con alto 
rmdimifonto: 
Producción ft biomau medianil' el U50 dt birftactorrs 
Se han probado diferentes condiciones de cultl\'O que muestran que este sistema permite 
aumentar Jos rendimientos. pero fundamentalmente en plantas no lei'\osas 
Subcultivo de especies Se reah7.a el subculll \ O de todas las especies EsIO permite 
asegurar la dlspombllidad de blomasa para cada uno de los bloensa) os aplicados 



OBJETIVO 6. Aislar e Identificar el o los pnnclplos 001\05 en los extractos. 

CanK'terizaci6n química deo los extracto!. Se han caraclenlooo los extractos medlanle 
cromatografia liquida de alta eficiencia y espectroscopm de resonancia magnética 
nuc1ellr 

PIllIOO , ·hllensls. Se muestra el perfil de flavonOldes y compuestos fenólicos para el 
c,lracto crudo de pintoa y dos fraccIOnes mayoritarias 
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El análisIs de los cromatogramas, pernuhó Identificar algunos compuestos tanto en el 
e.\.tracto crudo como en las fracciones 3.1sladas Se obsena en la tabla que el áCido g:ihco. 
la rulma ~ la Hespendma. son componentes rnayontanos tMto del extracto total como 
de las fracciones De Igual forma. la fracción 5 presento ~ ores nI\ eles de estos 
metabohtos que el e\.trncto total y la fracción 6 

Metabohtos seclDiarios presentes en el extracto crudo y fraccIones 3Jsladas 

e_N E_c""- Fracción 5 Frau.ión 6 
_(~g1mL) (mlimL) (mlimL) 

ACldo g:iltco 0.02 JO 0.0483 0.0432 

I Acido clorogénico -- 3,699 x 10 5,007 x 10' 

Rutma - 0.0124 0.0217 0,0185 

Aculo p-cumárico 1.510x IO~ 4.016 x IO~ 1.973 x IO~ 

ACldo rerullco 5,180 x IO~ 1,780, lO" 5.070 x lO 

t-Iespendma 0.0193 0.207 0.0428 

I Acido saliscllioo 1,865 x 10~ "" -6.859 x 10 
¡...." 

2,478 x 10 

Quercetlfl:l 1.522 x IO~ 0.0113 8,169 x IO~ 

Nanngenma 6,096 x IO~ 2.359 x IO~ 1,658x 10'" 

Kaempherol 1.004 x IO~ 1.161 x lO'" 2.834 x 10 
L..... 



Pluchca absmlhtoocs Para esta especie se ha Identificado la rmlécula responsable de la 
actmdad alelopauca. Esta molécula representa 
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6. 1MPACfOS DEL PROYECfO 

Impados tecoolócit'os 

....... ku ... N ...... Detalle 
P .. , .... 
Sohcltudes de patentes 1 Se encuentra en tramte I SoliCitud 
Intención de ,-tentar 2 E:x1ractos aJelaopallcos en Pmtoa 

Cbil<mis, Pro~ In vitro y _os 
acll\os en Peumus boldus 

Secreto IOdustflltl 
Resultado 00 palClliablc 2 Los estudios con Pluechea in VIVO 

Resultado de interés publico 5 Ul propag8Clon in vilro de plantas (S), las 
ocm-idodes _ciclas do _os, las 
3d 1\ idades antirWl~icas de los extractos 

l.no ... Numero Detalle 
Coo,'enio o alianm tccllllJrlós:ica 2 CSIC EsDafla Ora Azucena Gon7..alez 
Gcncmción de nuc\'O$ P"~ cetos 1 Provecto FOJ-Corfo (oresenlando) 

Impat'tos óeDtificos 

Logro Numtro Detalle 
Publicaciones 3 En elaboración. debido a orotecctón 
Evcotos de divulpción cicaíflCa 5 2 oresentaclOnes en Congreso 



BioIecnoIógico Argmino, I Pr_ación 
en Feri. Explora, I _ación .... 
Congreso AarooólÚco y I _ión en 
sernmano FlA-REDBIO 

hupación de redes de 
ID\ estiRa(: tÓn 

Impactos de fonoación 

Loo.ro Número Detalle 
Tcsls de pregrado 2 2 Tesis de BioqlÚmica: Sandra Ordlana y 

MaunCIO Lozano 
TcslS de postgrndo I Tesis de Doctorado en Manejo de 

Recunos N_: Propiedades 
llnttfunglcas de plantas Chilenas 

Pasantías I EStad111 de I rrcs en Esoaña 
Cursos de capacitación 2 Un taller Ex_ Veg ...... y Curso 

BlOplagulcldas Naturales 

Los Impactos del pr~ teto se pueden reswrur en los siguIentes aspectos 
• Se unplementaron metodologias para el cultl\O In \llIro de especu~ natnas 

chilenas Una de ellas se cncumtra en peligro de extmclón. 
• Se desarrollo lUl programa que puede pemul Lr el desarrollo de herbiCidas o 

rungacldas a partir de plantos chilenas cuhl\ooas In rUrQ 

• Se dlSpone de sistemas de producción contmua de pnnClplOS actl\os de baJo 
Impacto ambIental. púes no se ullhla mnguna especie desde su habltat natural 

• Se han generado las bases para la instalación de una mduslna productora de 
Aleloquimicos a partir de plantas chilenas 

• Los resultados están siendo protegidos mediante la solicitud de patentes. 

7. PROBLEMAS ENFRENTADOS DURANTE LA EJECUCIÓN DEI. 
PROYECfO. Durante la ejecución de este proyecto no se presento ningún tipo de 
problemas que afectaran el desarrollo del pro~ eclO 

9. CONCLUSIONES y RECOMENDACIONES 

Desde el punto de , isla 
Técnico 

• Se logro desarrollar culh\'OS In vlIro para 10d:LS las e5pectes estudi~. 

Canelo. Boldo. Patagua. Pintoa) Pluchea 
• Se dlSpone de extractos que pueden ser uUlu.ados en el desarrollo de 

potencl.:l.l es herbicidas 



• Se dISpone de e,tr8Ctos Quc pueden ser utilizados en el desarrollo de 
potencmles funglcldas para el control del hongo Borr)'lls cmerea 

Económico 
Los Impactos econÓmiCOS Que pueden generarse de este proyecto se resumen en los 

sigUIentes aspectos 
• Se generaron 3 solicitudes de patentes 
• E:osten las lxlses clentifico-temológlcas para la generacIÓn de empresas 

dedicadas a producir e.xt.r.:tctos bI03CU\OS de planlas chi lenas. 
• El desarrollo de un producto natural para el conlrol de B cmcrCtl. representa lD1 

gran alance en el control de este hongo filopatógcno. que genera grandes perdidas 
económicas en pre )' post cosecha. 

o. gestión 
• En el desarrollo de este proyecto oontnbuycron diferentes capocldades. que 

permitieron el logro de la totalidad de los obJetl\ os 

ReromendacioDH. Dado los a, ances que han e.xpenmentado en los uhnnos MOS los 
estudios genórricos. protoomlcos ) metabolómlcos en especIes cultivadas como 
hortahzas y frutales. se hace absolutamente necesarIo comenzar con dichos estudios 
en cspeclt~ Raln'as Estas plantas representan una fuente imaluable de genes En ellas 
se pueden encontrar toleranCiaS a diferentes factores ambientales. ~ la prodUCCión de 
dl\ersas molé<::ulas bloactl\as. Un programa nacional dedicado a la caractenzaclón 
molecular de nuestra flora podria entregar una mformaclÓn de aho valor 

IV. IN.-t)RME DE DIFUSiÓN. 
Parte del trabajo realiLado en este proyecto fue presentado en las siguientes mstanclas. Se 
debe destacar que debido al interés del proteger los resultados siempre se mantu'o las 
especlCS solo identificadas con una sigla Por esta razón tampoco se presentaron trabajos 
en re, Istas Indexadas 

• Congreso Argentmo de Biotecnologia. 
• Propagación m \lIra de plantas medlcmales". Or Gusta\o Zuruga (Chile). IV 

congreso mternaclonal de plantas mediCinales. Talca 2001 
• El proyecto fue selecCionado por FIA paro ser presentado en la Fena de 

BlotealOlogia organu..ada por el programa Explora y realizada. entre el6 )' 10 de 
Octubre de 2004 en el Museo lnteracti,o Mirador. En esta feria se mostraron 
octmdades a uno gran cantidad de aJumnos tanto de ensei\ruu.a básica como 
medl3 

• Efecto a1elopauco de extractos de Phu:heo absmlhtodes cultl\'ooa In vilro 56 
Congreso Agrononuco. 

• El proyecto presento resultados en forma oral) en foma de panel en el SenunWlo 
"EI sector agrlcola ~ la Biotecnologia Situación nctuaJ ~ desaHos". organiL4do 
por FIA entre el 3 y 4 de No, lI~mbre de 2005 



• También se reah/o en curso B/oplagtll{,ldas naturales en donde ITDStró parte de 
los resultados del proyecto (5-7 de DICiembre) 

Pro~ ecto USACI-I-FIA Articulo publicado en Re\ ista BIOPLA ET (Marzo-Abril 2002) 

VALORANDO NUESTRA FLORA NATIVA 

La conservación ~ utlh l'..3Clón de las propiedades biológ icas propias de la nora chilena 
puede ser un pnmer paso para la formación de una platarorma científica que sustente el 

desarrollo económico naclooal 

Una de las más notonas características geográficas de 
nuestro pals es la diversidad climática. observable a trav&!:s 
de toda su roer1slón y In \'anedad de nora y rauna que 
existen gracias • ello. Si bien es notoria su ablnUncia.la 
contmua acción del ho mbre sobre su mediO ambiente 
menoscaba la oportumdad de vanas espeCies de plantas. 
muchas de eUas autóctonas, de \ 1\ Ir, reproducirSe), 
e\oentuaJ mente. defenderse contra las agresiones externas. 
Esta capaclCiad forma parte del trabajo que el doctor 
GustO\O Ztmlga. profesor titular y \'icedecano de 
100 estlgaclon ~ Desarrollo de la Facultad de Quimlca) 
Bio logía de la Un!\ eTSldad de Santiago de Chile. 
USAC H. d esarrolla desde hace unos aflos 

El pro~ ecto que el doctor 
Gusta\ O Zúi'uga presentó al 

FIA hende a generar una 
plataforma que pemuta a Chile 
ser un productor ITnponante de 
compuestos que reemplacen a 

los químicos que ho) son "Hemos Implementado CuhlVOS m vitro como Wl sistema 
aJtemati\ o en la obtencKm de moléculas bioactl\as, Importados, obtemdos de 
basado en dos prelTUsas nuestro pais posee una gran plantas culti\adas lO \"Itro 

blodh ersidad en temunos \ egetaJes ) . por otro lado, el uso mdlscnrnmado que se hace de 
a lgunas especies ha puesto a \'anas en peligro de a1¡nclón, Por lo tanto, panimos con 
este proyecto cuando la Intención fue contribUIr. mediante el desarrollo de esta técmca. a 
la generación de elementos para conservar el germoplasma de especies nativas. y luego 
\ ImoS que era posible demostrar que el tej ido elegido era capa.- de producir de 
compuestos con actl\ Idad bio lógica. de manera equl\'alente a la encontrada en las plantas 
In \ 1\0, 10 que nos permitiÓ onentar nuestra lf1\estlgaci6n hacia el campo aplicado 
enfocándola a la prodUCCIón de compuestos a1eloquíffilcos en plantas chilenas cultn'adas 
m \ Ilro- Esta lJI\esllgacl6n plasmada en un prO)ecto rue seleccionada en el pnmer 
concurso Nacional de Proyectos de Desarrollo e Inno\'aclón 8101ealológica 2001 , 
ca", ocado por la FundaCió n para la Innm'aclón Agrana (FIA) 



Los a1eloquíffilCOS son moléculas químicas 
producidos por la planta que pro\ocan una acCión 
detemúnada en Ciertos SiStemas bIOlógicos. así. W1 
rarmoco alSlado de W1 \egetaJ es una molécula 
bloactl\a El planteamiento básiCO pata usar estos 
aleloquinucos se basa en que las plantas producen 
diferentes compuestos a tra\és de los cuales 
mtcractuan con el enlomo, actuando en la atracción 
de agentes polimzadores O en términos defensl\os. 
~ n sean patógenos (bactenas. \ lrus. hongos) o 
plagas de Insectos También e.xlste un grupo de 
compuestos que tienen las plantas para mteractuar 
entre ellas. en W1 fenómeno llamado a1elopatia. "'Es 
muy Interesante, puesto que a partir de la 
mteracción planta a planta a tra\és de estas 
moléculas es posible generar herbiCidas ecológiCOS 
10 que constitu~ e W1a ílITlpha necesidad. dado que 
los aleloquímlcos naturaJes en general entregan la 
posibilidad de ree~pla7..ar todos aquellos qwnucos 
smtétlcos que pro\ ocan dai'ios a los humanos ~ al 
mediO ambiente. Por otra parte. en muchos paises 
se está \ ol\"lendo a lo tradicional. y la agncultura 
orgaruca, que ha alcanzado un desarrollo 
Importante. requiere de este tipo de moléculas para 
reemplanar compuestos de ongen quinuco 
artlficlar 

Este proyecto trata de contnbwr a 
la generacIón de elementos para 

conservar el germoplasma de 
espeCIes nativas que están en 

peligro de extinción por causa de su 
explotación indiscri minada 

Es te es el conte'\10 en el cual se basó el proyecto que el profesor Zúfuga presentó al FIA. 
tcndu:nte a generar una plataforma que pemuta a Ctule ser un productor importante de 
compuestos que reell1>lacen a los quiffilCOS que hoy son importados, lo cual presenta dos 
aspectos de mterés. El pnmero apunta a la proyeccIón económica, pues a partir del éxito 
pueden surgir "arias patentes que permitan el desarrollo de empresas para la producción 
de compuestos Segundo. pemlltiria conservar la biodi"ersldad nacional sin afectarla en 
forma signlflcalha. "por ejemplo. nosotros habitualmente exportamos la matena prima. 
como el Qulllay o el Boldo y luego importamos los pnnclplos act1\OS. El objCtl\'o es que 
aquí seamos capaces de tener una completa IIl1>Iementoción que habIlite el desarrollo de 
la e.'\portaclón, ya sea de moléculas bioacti\ as o e.xt.ractos estandariL.ados. por ejemplo", 
CWhca el profesor Zúftiga. De este rrodo el pro~ ecto apunta a la obtención de 
aplicacIOnes agrlcolas como la obtención de herbicidas naturales para reemplazar los 
smtéticos y encontrar compuestos para combatir patógenos como hongos, que atacan 
comlÍnmente cult1\'os frutales, lo cual ya ha mostrado resuJtados 



Las plantllS producen diferentes 
compuestos 3 tm\ es de los cuales 
Interactúan con su enlomo. 
actuando en la atracción de agentes 

'''Tencmos un eJcmplo en relacIÓn a una planta que 
cuJtl"ada In \ Itro . produce compuestos que Inhiben 
el desarroUo de malealS. Esto genera aJr4lhas 
expeclatl\ as de generar un herbicida natural. de baJo 
Impacto ambiental De Igual forma en un trabajo 
conjunto con colegas fitop.uólogos. estarros 
e\aluado la capacidad de algunos ex1ractos obterudos 
desde de plantas Culll' adas 10\ Ilro. frente a hongos 
fitopalógenos y en este contexto los resultados que 
esperamos al finahLar el prO) ceto son ml!) 
prometedores", apunta Zúihga 

pohOll'.ooores o en térmmos La selección de las plantas chilenas que forman parte 
defensl\'os. ya sean patógenos del estudiO se rcahLó en forma sistematica a partir de 
(bacterias, virus, hongos) o plagas descnpclones etnobotánicas generadas en estudios 
de InsectoS. IlJ1tenores y de una exhaUSllva revisión de libros 
editados por ln\esl1gooores nacionales. que tratan el tema. ''Hemos Intentado hacer 
culmos in vitro de la mayor parte de las plantas del país) paralelamente hemos Ido 
probando la acti\'ldad biológica A1gunas funCIOnan bien como anllfimglcos. otras son 
mejores como herblodas Estamos hacu~:ndo un catastro de un número bastante grande de 
\ egetaJes, que supera al número que especificamos en el proyecto. puesto que) a 
habíamos desarrollado. con ellas. W1 trabaja prelimmar Entre las especies con las que se 
cuenta ya hay Wl8 que sólo 'nosotros poseemos' . y que corresponde a una especie que ha 
Sido sobree.xplotada en la Tercera Reglón. y que scgoo la Conar, se clasifica corro una 
especie rara El trabajo desarrollado podria permitir la generación de un programa de 
reforestación con esta especie. ,. 

Un grnn ménto del eqwpo del profesor Zúihga es trabajar con Ideas propl3S que han 
desarrollado dentro del trnbajo para la USACH ~ paulatinamente han establecido lazos 
con labomtonos europeos, especialmente espai'loles Y aunque las plantas con las que se 
trabajan son chilenas, es reacIo a entregar sus nombres. pues es posible que sus principios 
actnos sean patentados por personas ajenas al equipo y les dificulte su labor, más aún si 
t!ene lUla proyección empresarial. A1 respecto el profesor Zúiliga plantea que deberia 
existir un organismo que conociera los proyectos en forma centralil.ada y que se 
In\olucrara en la protección de los resultados. "De lo contrano se dJficuJta el desarrollo 
propio) se corre el nesgo que otros protejan nuestra blodnersldoo. lo que ya ha pasado 
con algunas de nuestras especUS. Por otra parte, impugnar una patente implica tiempo y 
ma~ ores recursos. que en muchos casos no se disponen .. 

El proyecto. tal como está definido para el FIA apunla al desarrollo de Intereses 
agrícolas. sin embargo. en función del dinanusmo de la CienCIa, a futuro no se descarta el 
trabajo con investigadores del área farmacológiCa. 3 fin de descubnr me<hcamentos 
partiendo de los pnnciplos acbvos que sean Úllles 8 esa área. como los anllOxtdantes ~ 
otros compuestos que functOflM como antllxlctenanos, 10 cual tambtén se perfila como 
una línea de desarrollo mteresante 



El papel que universidades como la USACH Juegan en este hpo de m\estigaciones es 
\ Ital, ~ a que "nuestra unn ersldad ha entendido q\.J! eltral:xtJo científico de sus docentes 
\a en su propiO beneficIo, apoyándolo y estableciendo políucas para fomentar que los 
1m esugadores postulen a aquellos concur.;os donde su temática de trabajo sea más fuerte 
~ en los que consideren que tienen oporturudades" En este proyecto, la mayor parte del 
fmanclarruento pro\ lene del FIA. la USACH facilita la mfraestructura. hacléndose cargo 
de caSIos operac1ooales como mantención de laboratonos. entre otros gastos 
complementarios El monto total del proyecto asciende a 246 millones de pesos, El 
trabajo comc:rv6 el 20 de diciembre pasado y su duración es de cuatro afK)s Este es el 
pnmer proyecto que la USACH obtiene en el FIA postuJWldo como única institución 
ejecutora 

V ANEXOS 

Listado de PartiCipantes 

Nombre FormaCión FuncIÓn 
Gustavo Zúlliga PIlO en Ciencim Dio - Coord_ 
LUIS Vdlrroel Magíster en Quimica Coordmador Alterno 
Sandra OreIlana BioquitNco A .. 'Udantc de Investlgaclon 
Lorena T"!!.13 BloqwmJco Ayudante de Im'estlgaclón 
A1eiandra Ribera 1nIl_ A\'udanle de Imeslig3lion 
Cristina V ..... Tecnico Pro~ación de DIWltas 
Graclela Ro as Propagación de plantas 
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