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RESUMEN

El presente trabajo tuvo como objetivo estudiar el perfil fitoquimico de siete
especies arvenses (Acacia dealbata, Acacia melanoxylon, Pinus radiata, Ulex
europaeus, Lupinus arboreus, Conium maculatum y Teline monspessulana)
presentes en la region del Biobio, Chile, para evaluar su actividad reguladora
preliminar. Se investigé la presencia de 15 grupos de compuestos, en vista a
determinar su influencia en el crecimiento vegetal. Los metabolitos frecuentemente
detectados fueron: alcaloides, fenoles, taninos, triterpenos/esteroles y acidos
grasos. Para la cuantificacion se seleccionaron los grupos de compuestos que
exhibieron mayor frecuencia de aparicion y repercusion potencial (alcaloides,
fenoles y taninos). Adicionalmente, se realizé un andlisis cromatografico (GC-MS)
para detectar la presencia de alcaloides especificos. La Lupanina (C;5H24N20) fue
el alcaloide de mayor frecuencia de aparicion en las especies estudiadas. Asi
mismo, se realiz6 un bioensayo donde se evaluo el efecto de los extractos
provenientes de las plantas arvenses sobre la germinacion y el crecimiento de una
especie de prueba (Coriandrum sativum). Los resultados muestran que los
extractos crudos de metabolitos de naturaleza polar tienen efectos diversos en la
germinacion y el crecimiento vegetal; condicionado por el tipo de planta y la
concentracion del extracto. Sin embargo, los alcaloides detectados en las especies
estudiadas; asi mismo como los polifenoles, pueden ser compuestos de elevada
relevancia para el desarrollo de bioproductos con caracteristicas herbicidas. Un
mayor nimero de investigaciones se requieren para dilucidar el principal factor

asociado con la actividad fitoreguladora de los extractos.






INTRODUCCION

En la actualidad, el desarrollo de malas practicas sobre hierbas afecta el
rendimiento de los cultivos, algunas de estas practicas como el uso de herbicidas
sintéticos para su control ha ocasionado dafios a la salud humana; Esto ha
intensificado la busqueda de compuestos biodegradables con actividad herbicida

(Fajardo et al., 2005).

A si mismo, sustancias con actividad alelopatica son sintetizadas por muchos
vegetales como parte de sus mecanismos de defensa. La alelopatia es un
fendmeno bioldgico por el cual un organismo produce uno 0 mas compuestos
bioquimicos que influyen en el crecimiento, supervivencia o reproduccion de otros
organismos. El estudio de este efectos en algunas especies, tanto lefiosas,
arbustivas y herbaceas, en el porcentaje de germinaciéon y dafios en el
crecimiento, ha permitido detectar la actividad alelopatica de algunas plantas.
Estos resultados permiten identificar nuevas sustancias con actividad herbicida

como estrategia de control en areas productivas a mediana y gran escala.

El estudio de las interacciones entre las plantas en los ecosistemas ha traido
consigo el descubrimiento y desarrollo de nuevos compuestos bioactivos. Se ha
encontrado que los aleloquimicos o agentes alelopaticos juegan un papel
importante en el equilibrio ambiental, pues la presencia de estos compuestos llega
a causar alteraciones en el desarrollo de algunas especies de forma significativa.
Estos metabolitos afectan algunos procesos como la germinacion, la nitrificacién o

la desnitrificacion y; asi como otros aspectos que pueden formar parte de los



procesos quimicos, biolégicos y bioquimicos que se encuentran inmersos en la

actividad agricola (lves, 2003).

Actualmente, como resultado de algunas investigaciones se pueden encontrar en
el mercado productos herbicidas que por su naturaleza son biodegradables o que
no daflan al ambiente; en comparacion con los pesticidas sintéticos que

comunmente se utilizan en las actividades agricolas (Suck-Joon et al., 1997).
1. Las especies arvenses en Chile

Las especies exoticas han sido introducidas paulatinamente a Chile desde otras
areas del mundo a partir de los tiempos de la colonia en el siglo XVI, mediante las
actividades directas o indirectas del hombre. Estas especies, estan actualmente
presentes en casi todos nuestros ecosistemas; siendo particularmente abundantes
en la zona central del pais. Esta zona de Chile, ademas de concentrar la mayor
cantidad de habitantes y alteraciones al ambiente, es donde se concentra la mayor
cantidad de especies endémicas; las que constituyen una biodiversidad Unica.
Dicha biodiversidad debe ser preservada por sus numerosos beneficios a la
sociedad, y por lo tanto se deben conocer y mitigar los factores que amenazan su
sustentabilidad y preservacion, como lo son las especies exéticas (arvenses) y/o

malezas (Labrada y Parker, 1996).

Las especies exoticas también pueden tener efectos perjudiciales mas directos
para el ser humano. Algunas de ellas (por ejemplo aromos, pinos y eucaliptos) son

altamente inflamables, constituyendo una amenaza en caso de incendio cuando



se encuentran en grandes cantidades alrededores de las ciudades y de la

vegetacion nativa (Cordero et al., 2002).

1.1. Tipos de maleza en Chile

En Chile hay unas 500 especies de maleza inventariadas. Sin embargo, 100 son
sensiblemente importantes para la agricultura. Dentro de ese centenar, existen
diez que califican como las mas complejas, porque son muy invasivas, resistentes
y, si son consumidas, pueden llegar a ser toxicas para humanos y animales (Pitty
y Mufioz, 1991). Algunas de las especies mas conocidas y dafiinas son: chépica
(Paspalum paspalodes); ballicas (Lolium multiflorum); falso té (Bidens aurea);
chufa (Cyperus esculentum); correhuela (Convulvulus arvensis) y pica-pica

(Mucuma pruriens).
2. Los metabolitos secundarios en especies vegetales

La busqueda de plantas con propiedades Uutiles para el bienestar humano
constituye un topico importante dentro del avance tecnolégico. Muchos de los
fitoquimicos introducidos al organismo a través de la alimentacién, tales como
compuestos fendlicos, terpenoides, lacténicos y esteroideos, han sido reportados
como modificadores de procesos bioldgicos que permiten reducir enfermedades
cronicas en humanos y animales tales como la diabetes, el cancer y los procesos
inflamatorios, entre otras (Sepulveda-Jiménez et al., 2003). Sin embargo, estos
mismos metabolitos pueden afectar el crecimiento de otras especies vegetales
que habitan a su alrededor e inclusive ocasionar efectos adversos en animales y

humanos.



2.1. ¢Quéson?

Las plantas han desarrollado diversas estrategias de defensa contra condiciones
de estrés bidtico y abidtico. Para defenderse del dafio ocasionado por la herida y
el ataque por insectos o microrganismos patégenos, las plantas sintetizan enzimas
gue degradan la pared celular de microrganismos o que tienen la capacidad de
inactivar toxicos de origen microbiano. La composicion y la estructura de la pared
celular vegetal también cambian, formando una barrera mas rigida y menos
digerible para insectos. Estas respuestas de defensa a su vez, se combinan con el
desarrollo de estructuras contra depredadores, tales como las espinas, las
espigas, los tricomas y los pelos glandulares. Asi mismo, y como parte de la
proteccidon quimica, otra estrategia utilizada por las plantas es la produccion de
metabolitos secundarios (MS) con actividad antimicrobiana, en contra de

herbivoros, o con actividad de oxidacion-reduccion (Croteau et al., 2000).

Los MS son compuestos de variado peso molecular que no solamente tienen una
gran importancia ecolégica. Estos compuestos participan en los procesos de
adaptacién de las plantas a su ambiente, como es el establecimiento de la
simbiosis con otros organismos y en la atraccién de insectos polinizadores y
dispersores de las semillas y frutos; pero también son reserva de estructuras
carbonadas para el metabolismo celular. Una sintesis activa de MS se induce
cuando las plantas son expuestas a condiciones adversas tales como: a) el
consumo por herbivoros (artropodos y vertebrados), b) el ataque por

microrganismos: virus, bacterias y hongos, c) la competencia por el espacio, la luz



y los nutrientes y d) la exposicidén a la luz solar u otros tipos de estrés abidtico

(Segler, 2001).

Otra funcién importante de los MS es la de actuar como agente alelopético, ya que
intervienen en los receptores quimicos de las plantas. De esta manera, los MS que
son secretados, pueden interaccionar con otra planta y/o con los componentes
bidticos y abidticos del sustrato, produciendo un efecto positivo o negativo sobre

ella (Sepulveda-Jiménez et al., 2003).

Las condiciones ambientales influyen en la sintesis de los compuestos con
actividad alelopatica potencial, pero esta potencialidad vuelve a sufrir las
consecuencias de la interaccion con el ambiente, pudiendo ser modificada por la
distintas condiciones ambientales (Kobayashi, 2004). Todos estos compuestos
incrementan su concentracion cuando la planta esta bajo diferentes condiciones

meteoroldgicas.
2.2. ¢Donde se encuentran?

En principio, los MS fueron considerados productos finales de procesos
metabdlicos, sin funcion especifica, o directamente como productos de desechos
de las plantas. En general, fueron percibidos como insignificantes por los bidlogos,
por lo que histéricamente recibieron poca atencién por parte de los botanicos y

muchas de las funciones permanecieron desconocidas.

El estudio de estas sustancias fue iniciado por quimicos organicos del siglo XIX y

de principios del siglo XX, que estaban interesados por su importancia como



drogas medicinales, venenos, saborizantes, pegamentos, aceites, ceras y otros

materiales utilizados en la industria (Taiz y Zeiger, 2010).

Por otra parte, los metabolitos secundarios no son producidos al azar, ya que han
sido moldeados y optimizados durante la evolucion (Jarvis, 2000). Estos
compuestos intervienen en las interacciones entre la planta y su ambiente, y
pueden ser compuestos sumamente eficaces, tanto en sus efectos especificos

como generales.

2.3. ¢COmo se clasifican?

Los MS se puede clasificar en cinco grupos principales:

a) Compuestos nitrogenados y alcaloides: son compuestos ciclicos que poseen
nitrogeno en un estado de oxidacion determinado y son sintetizados por
aminoacidos, tales como triptofano, tirosina, fenilalanina, lisina, arginina y ornitina,
solo o combinados con terpenoides. Este grupo de MS nitrogenados reviste una
enorme importancia economica. Muchos de estos compuestos (los alcaloides
esteroidales, glucésidos cianogénicos y aminas) son muy toxicos, en particular
para los rumiantes, y provocan pérdidas enormes en la actividad ganadera
(Pistelli, 2002; Panter et al., 2007). Los alcaloides se pueden dividir en los
siguientes grupos: isoquinoléicos, quinolizidinicos, pirrolizidinicos, tropanicos e

inddlicos (Facchini, 2001).

b) Compuestos fendlicos y sus derivados: estos compuestos se caracterizan por
tener en su estructura un anillo aromatico con uno o mas grupos hidroxilos y se

sintetizan a partir de un precursor comun, el acido cinamico, derivado de la



fenilalanina por la actividad de la enzima fenilalanina amonio liasa (Rice-Evans et
al., 1997).este grupo incluye antocianinas (pigmentos vegetales del rojo al azul),
acidos fendlicos, flavonoides, lignanos (por lo general presentes en la madera y
corteza), taninos, charconas (pigmentos amarillos), estilbenos y cumarinas; entre
otros. Tienen usos importantes en la industria farmacoldgica y nutracéutica como
antioxidantes, anti-inflamatorios, pronutricionales y analgésicos (Boros et al.,

2010).

c) Terpenos: en términos de diversidad estructural, los terpenoides constituyen la
familia mas grande de productos naturales, con aproximadamente 30.000
compuestos conocidos (Langenheim, 2003). La mayoria de los terpenos poseen
isopreno como unidad basica de su esqueleto carbonado. El nimero de unidades
isoprénicas (5 carbonos en linea) determina su clasificacion en hemi-, mono-, di-,
sesqui- o politerpenos (Silvestre y Gandini, 2008). Los sesquiterpenos, triterpenos
y politerpenos se producen en el citosol y en el reticulo endoplasmico, mientras
gue los monoterpenos, diterpenos, tetraterpenos y algunas quinonas preniladas se
originan en los plastidos (Eisenreich et al., 2001). Los aceites esenciales
(monoterpenos) y las resinas (di- y politerpenos) se encuentran entre los MS mas
utilizados por el hombre. Los aceites esenciales son compuestos complejos,
volatiles y caracteristicamente aromaticos. La mayoria de estos aceites provienen
de especies herbaceas y arbustivas nativas. Las familias Myrtaceae y Lamiaceae
son conocidas por la alta concentracion de terpenos de su follaje. Existe gran
variabilidad en la calidad y cantidad de aceites foliares, lo que tiene implicancias

econdmicas y ecologicas (Keszei et al., 2010).



d) Latex: algunos investigadores no consideran este grupo como MS en si, sino
como un conjunto de ellos. Es una solucion acuosa coloidal que incluye
terpenoides, isoprenoides, grasas y carbohidratos. Uno de los MS de mayor
importancia comercial es el caucho de Hevea brasiliensis (Euphorbiaceae). El
guayule (Parthenium argentatum, Asteraceae), un arbusto nativo del Desierto de
Chihuahua en México y EE.UU., acumula caucho de peso molecular similar al de

Hevea (Jasso de Rodriguez et al., 2002).

e) Ceras: Las ceras son mezclas complejas de cadenas que poseen entre 20 y 60
carbonos (Holloway y Jeffrey, 2004). Son insolubles en agua y solubles en
solventes no polares. Aunque existen muchos compuestos cerosos que son
metabolitos primarios, otras moléculas pertenecientes a esta familia de

compuestos son considerados MS.

2.4.1. Alcaloides como compuestos alelopaticos

El término alcaloide (de éalcali), fue propuesto por el farmacéutico W. Meissner en
1819; se aplico a los compuestos de origen vegetal con propiedades alcalinas,
este caracter basico es debido a la presencia de nitrogeno aminico en su

estructura.

No existe una definicion exacta para los alcaloides, pero se puede considerar
como: “un compuesto organico de origen natural (generalmente vegetal),
nitrogenado, derivados generalmente de aminoacidos, mas o menos basico, de
distribucion restringida, con propiedades farmacoldgicas importantes a dosis bajas

y que responden a reacciones comunes de precipitaciéon” (Macias et al., 1999).



Por comodidad, algunos autores dividen los alcaloides en cuatro clases:

1. Alcaloides verdaderos: cumplen estrictamente con las caracteristicas de la
definiciébn de alcaloide: tienen siempre un nitrégeno heterociclico, son de
caracter basico y existen en la naturaleza normalmente en estado de sal,
biol6gicamente son formados a partir de aminoécidos.

2. Protoalcaloides: son aminas simples con nitrégeno extra ciclico, de caracter
basico y son productos del metabolismo de los amino&cidos.

3. Pseudoalcaloides: presentan todas las caracteristicas de la definicion de
alcaloide pero no son derivados de aminoacidos.

4. Alcaloides imperfectos: son derivados de bases puricas, no precipitan con

los reactivos especificos para alcaloides.

En este sentido la Figura 1 describe aspectos biogenéticos para la clasificacion de

alcaloides.
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N2
Aminoacidos
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Figura N°1: Aspectos biogenéticos para la clasificacion de los alcaloides.

Fuente: Arango (2002).

Muchos alcaloides presentan actividad alelopatica. Algunos como la cocaina,
cafeina, cinconina, fisostigmina, quinina, cinconidina y estricnina son reconocidos
inhibidores de la germinacién. La cebada exuda por sus raices la gramina que
inhibe el crecimiento de Stellaria media, mientras que la cafeina mata ciertas
hierbas sin afectar algunas especies cultivadas como, por ejemplo, el poroto (Ives,

2003).

Los alcaloides pueden servir de reguladores del crecimiento, se ha demostrado
gue los alcaloides derivados de la putrescina se incrementan notablemente
durante la germinacion de algunas plantas como la cebada, cuando se encuentran

en suelos deficientes de potasio (Gizasa y Souto, 2001).

2.5. ¢Paraqué seusanlos MSy que efecto tienen?

En las ultimas décadas se han logrado significativos avances para obtener
sustancias quimicas o bioldgicas que sean menos téxicas para el ambiente y el
hombre y, al mismo tiempo, mas selectivas respecto a los cultivos donde se usan.
Dentro del control biolégico se ha planteado la utilizacibn de compuestos

alelopaticos en la formulacion de herbicidas (Chiapusio et al., 2004).

El término alelopatia se refiere a los efectos detrimentales de una especie de
planta superior, o donante, sobre la germinacion, el crecimiento y el desarrollo de

otra especie de planta receptora. Sin embargo, algunos investigadores incluyen
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efectos estimulantes bajo condiciones alelopaticas, asemejandolos al caso de
algunos herbicidas en bajas concentraciones, que activan el crecimiento por
efectos hormonales, aun cuando contindan siendo clasificados como herbicidas

(Chiapusio et al., 2004).

Durante la respuesta hipersensible, algunos compuestos pertenecientes a los
grupos de los alcaloides, los terpenoides y los fenilpropanoides, participan
activamente matando directamente al microrganismo patégeno o restringiendo su
invasion al resto de la planta (Harborne, 1993). Al mismo tiempo, otros metabolitos
secundarios contribuyen a destruir las especies reactivas de oxigeno que son
toxicas para la misma célula vegetal, las cuales se sintetizan durante las etapas
tempranas de la respuesta de defensa (Stafford, 1997). Los conjugados de
fenilpropanoides con aminas se incorporan a la pared celular vegetal para
aumentar su rigidez y reducir su digestibilidad por insectos y vertebrados
herbivoros (Poulton, 1990). Asi mismo, algunos alcaloides son neurotéxicos a
insectos y vertebrados herbivoros. Es asi, como algunos metabolitos secundarios
constituyen una parte importante de la respuesta de la defensa de las plantas

sometidas a heridas y al ataque por las plagas (Sepulveda-Jiménez et al., 2003)

2.6. Métodos integrados de control de malezas (MIC). El uso de

metabolitos secundarios

El manejo integrado es una tecnologia que utiliza todos los métodos disponibles y
compatibles con el ambiente, para mantener las poblaciones de malezas en
niveles por debajo de umbrales de dafio econémico. El manejo integrado de las
malezas estd basado en el conocimiento de las caracteristicas bioldgicas y
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ecologicas de las mismas, para entender la forma en que su presencia puede ser

modulada por las practicas culturales (Labrada y Parker, 1996).

En base a este conocimiento, el agricultor debe primeramente construir una
estrategia general de manejo de las malezas dentro de su secuencia de cultivos
comerciales y después elegir el mejor método de control directo de las malezas
durante los ciclos de cultivo. Una vez que el monitoreo, la identificacion y los
umbrales de accion indican que se requiere el control de plagas, y los métodos

preventivos ya no son efectivos o no estan disponibles.

Primero se eligen los controles de plaga que sean eficaces, menos riesgosos,
incluyendo los fitoquimicos; asi como otros quimicos muy especificos tales como
las feromonas para ocasionar trastornos de apareamiento de plagas, o control
mecanico tales como utilizar trampas o desmalezar. Si posteriormente, el
monitoreo, las identificaciones y los umbrales de accidn indican que los controles
menos riesgosos no estan funcionando, luego se aplicarian métodos de control
adicionales, tales como el rociado especifico con quimicos sintéticos. En este
sentido, la pulverizacion en general con pesticidas no especificos es un ultimo

recurso (Pérez, 2004).

Enfatizando en controles que estén hecho a bases de estrategias naturales se
toman en consideracion: a) Control quimico. Se refiere a realizar aplicaciones con
fitoinsecticidas para lo cual es fundamental utilizar productos especificos, en las
dosis y momentos apropiados. Como ejemplo de esto; podemos citar aquel que,
basado en el comportamiento alimenticio de la plaga a controlar, se utiliza una
mezcla de insecticida y atrayente alimenticio que se denomina insecticida-cebo, el
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gue es altamente selectivo. b) Control Biologico. Este método consiste en la
utilizacion de los enemigos naturales de las plagas para mantenerlas por debajo
del umbral de dafio econdmico. Se presenta como alternativa al uso exclusivo de
productos agroquimicos. Vale la pena sefialar que una modalidad derivada del
control quimico lo constituye el uso directo de extractos vegetales acuosos o
suspensiones como herbicidas o insecticidas naturales en dosis y repeticiones

definidas segun el nivel de dafio y la efectividad del extracto.

2.7. Ensayos para evaluar el de efecto de metabolitos secundarios en el

crecimiento de plantas

Una manera de examinar las propiedades alelopaticas de una especie es
mediante bioensayos en los que se cuantifica la germinacion o la emergencia de
plantulas y se mide la longitud de la radicula o el hipocotileo (Lovett y Ryuntyu,
1992). Una ventaja de los compuestos aleloquimicos en el desarrollo de pesticidas
naturales es que son facilmente biodegradables y muchos de ellos son seguros y
limpios desde el punto de vista ambiental (Rizvi et al., 1992). Fajardo et al. (2005)
sostienen que, debido a la situacion existente en la produccion agricola, se han
encontrado nuevas vias para desarrollar una agricultura sostenible basada en
recursos naturales renovables. Una de las soluciones a esta situacion ha sido la

alelopatia.

Estos autores realizaron un ensayo donde evaluaron el efecto de extractos
acuosos de girasol (Helianthus annuum) al 50% v/v. Se encontraron diferencias

significativas en la germinacion de las malezas en comparacién con el testigo, al
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mostrar un mayor efecto inhibitorio en la germinacion y en el retardo del

crecimiento

2.7.1 Ensayo citotéxico (bioquimico)

La definicién de citotoxicidad tiende a variar dependiendo de la naturaleza del
estudio; si las células mueren o simplemente tienen su metabolismo alterado.
Estos ensayos son empleados porque son baratos, facilmente cuantificables y
reproducibles. Muchos experimentos in vitro, tienen el propésito de determinar la
potencial citotoxicidad de los compuestos estudiados, porque ellos van a ser
usados como farmacos, cosmeéticos y deben demostrar que no son toxicos o

porque van a ser usados como agentes anti cancer (Freshney, 2000).

Segun Freshney (2000), los ensayos de citotoxicidad se pueden clasificar en: (a)
ensayos de viabilidad y (b) ensayos de supervivencia; los primeros se emplean
para determinar la proporcion de células que inmediatamente después de un
tratamiento potencialmente traumatico, se mantienen intactas. Mediante estos
ensayos se puede evaluar citotoxicidad de un tratamiento en términos de
concentraciones letales (LC). El segundo ensayo mide la letalidad de los extractos

después del contacto con las células.

En este sentido, la concentracion letal 50 (LCsp) es la concentracion de la
sustancia de tratamiento que causa la muerte del 50% de las células presentes,

evaluadas inmediatamente después del tratamiento (Cordero et al., 2002).

2.7.2 Ensayo de germinacién y crecimiento (camara de crecimiento)
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Las camaras de germinacion y crecimiento son dispositivos que permiten un
cultivo con éxito en condiciones de temperatura y humedad Optimas. Consisten en
una unidad hermética armada por paneles térmicos con revestimiento sanitario,
con un mecanismo capaz de controlar la intensidad de luz, la temperatura y la

humedad por periodos programables (Seppanen y Coleman, 2003).

Las semillas de especies modelos son germinadas en la oscuridad con
temperatura constante (15-18°C) durante 7-14 dias. Las plantulas normales que
tienen una longitud total de 4 cm o mas, son consideradas plantulas de alto vigor

(Woelfel y Farack, 2005).

El crecimiento se estima frecuentemente midiendo la longitud de la raiz y la
plumula de la plantula, después de 7 dias en la oscuridad a 20°C, el ensayo
continua durante 1 mes reportando el crecimiento semanal (Seppanen y Coleman,

2003).

Dichos experimentos pueden ser realizados en capsulas de Petri o bandejas de
crecimiento utilizando un soporte solido (arena o humus) para asi inducir la
germinaciéon (Tejeda y Rodriguez, 2008). En sentido general, los compuestos a
ensayar son suministrados a los modelos biologicos en forma de extractos
dosificados, los cuales son aplicados en una dosis Unicas o con una frecuencia
conocida, para evaluar el efecto a mediano y largo plazo del extracto (Segler,

2001).
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HIPOTESIS

Grupos de metabolitos provenientes de especies arvenses en Chile tienen un
efecto significativo en la germinacion y el crecimiento vegetal de semillas de perejil

(Coriandrum sativum).

OBJETIVO GENERAL

Determinar el efecto de grupos de metabolitos provenientes de especies arvenses
de alta distribucién en Chile en la germinacion y el crecimiento de una especie

vegetal de prueba (Coriandrum sativum).

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Detectar los metabolitos mayoritarios en especies arvenses mediante el uso

del tamizaje fitoquimico.
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e Cuantificar mediante técnicas analiticas de amplia accesibilidad los niveles
de metabolitos secundarios de mayor interés con potencial alelopético.
e Evaluar el efecto de extractos de especies arvenses en la germinacion y el

crecimiento de una especie vegetal indicadora.

METODOLOGIA

El experimento inicid con la recoleccién de las especies arvenses previamente
seleccionadas en distintas zonas de la region del Biobio, Chile. Se obtuvieron 7
especies vegetales de la estacion invernal del afio 2016, las cuales se podaron en
3 secciones (hojas, tallos, corteza) y se introdujeron a una estufa (Memmet U 54,
Alemania) a 40°C por 2 dias para dejarlas completamente secas. Posteriormente,
se procedi6 a llevar las muestras al Laboratorio de Materiales Termoplasticos de la
UDT (Unidad de Desarrollo Tecnolégico), donde se utiliz6 un molino modelo MF
10 basic (IKA WERKE), con el objetivo de obtener un pulverizado homogéneo de

cada parte de la planta.
3. Especies arvenses estudiadas

Las especies analizadas fueron: Acacia dealbata (joven 1-3 afios y adulta 5-10
afos), Acacia melanoxylon (joven 1-3 afios y adulta 5-10 afios), Pinus radiata
(joven 1-3 afios y adulto 5-10 afios); asi como la biomasa madura (1 afios y

medio) de Conium maculatum, Ulex europeus, Lupinus arboreus y Teline

17



monspessulana. La Tabla N°1 muestra las caracteristicas de las especies

estudiadas.

Tabla N°1: Especies estudiadas mediante tamizaje fitoquimico.

Nombre cientifico Nombre Imagen asociada Region
comun (habitat)
A. dealbata Acacia
VI; VII; VIII; IX
A. melanoxylon Aromo
VI; VII; VIII; IX
P. radiata Pino |
= VII; Vil
C. maculatum Helecho
= RM; VI; VII; VIII;
11X
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U. europeus Espinillo
=V, RM; VI, VIl
o VI X X

L. arboreus Leguminosa »
Lupino IV; V; RM; VI; VII;

VI IX; X

T. monspessulana | Retamilla
V: RM; VI; VII;
VIII; 1X; X

*RM: Region Metropolitana.

3.1. Métodos de deteccibn de metabolitos secundario (tamizaje

fitogquimico)

Se utilizé el método descrito por Garcia (2003). Mediante el estudio fitoquimico de
extractos de distinta polaridad (acuoso, alcohdlico y cloroférmico), se evalla la
presencia de grupos de metabolitos mediante pruebas cualitativas. Como criterio
de resultados positivos se utilizé la formacion de precipitados y cambios de color
en soluciones introducidas en tubos de ensayos o utilizando placas de porcelana;
dependiendo del caso. Se report6 el indice de presencia o ausencia en todos los

casos (Savon et al., 2007).

Los metabolitos investigados fueron: aceites volatiles (ensayo organoléptico),
acidos grasos (Sudan Ill), alcaloides (Dragendorff), aminoacidos (Ninhidrina),
carbohidratos (Fehling), cardendlidos (Kedde), carotenos (Carr-Price), ciandgenos

(papel de picrato), compuestos amargos (ensayo organoléptico), cumarinas
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(Baljet), fenoles (FeCls, 1%), fitoquinonas (Borntrager), flavonoides (Shinoda),
mucilagos (prueba de viscosidad), proantocianidinas (Roseheim), saponinas
(prueba de espuma), tanino (gelatina, 10%), triterpenos y esteroles (Lieberman-

Burchard).

Se toma una muestra pulverizada (0,5 gramos) y se coloca en un tubo Falcon, se
le afiade 5mL de cloroformo (Sigma Aldrich) y se introduce a un bafio de
ultrasonido por 15 minutos a 30°C. Posteriormente, la muestra se coloca en el
agitador mecanico por 24 horas a 20°C. Luego se procede a filtrar el extracto con
papel filtro (Whatman N°1) y en el sobrenadante se realizan los ensayos de
deteccion usando gotas de reactivos especificos segun el grupo funcional a
detectar. La formacion de un precipitado, en conjunto con un cambio en la

tonalidad del extracto, indica la presencia del metabolito investigado.

El residuo de la filtracion inicial se seca en estufa por 24 h a 30°C y se repite la
extraccion pero con etanol (Winkler). De igual forma, después de realizada la
segunda extraccion y la filtracion correspondiente, se extrae finalmente la muestra
con agua destilada en igualdad de condiciones experimentales. El residuo final,

libre de metabolitos extraibles, se descarta.
3.2. Métodos de cuantificacion

Todos los analisis se realizaron por triplicado a partir de tres muestras
correspondientes a cada tratamiento. Se reportaron los valores promedios con su

respectiva desviacion estandar.

Pruebas de gravimetria:
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Técnica analitica clasica que se basa en la precipitacion de un compuesto de
composicion quimica conocida tal que su peso permita calcular mediante
relaciones, generalmente estequiométricas, la cantidad original de analito en una

muestra (Skoog, 2015). Esta técnica se utilizd para la cuantificacién de alcaloides.

Se siguieron las indicaciones realizadas por Niemeyer (2014). Se introdujo 200mg
de muestra'y 5mL de HCI (1%) en un tubo Falcon de 50mL de capacidad, luego se
deja 24 horas en agitacién constante para que ocurra la extraccion cuantitativa de
los alcaloides. Fue necesario el uso de filtradores donde se encontraron algunas
particulas en suspension en la solucion. Se procede a retirar 2mL del
sobrenadante a un nuevo tubo Falcon (previamente tarado) que contiene 2mL del
reactivo de Dragendorff, este tubo (tubo + reactivo) se deja en reposo por 24 horas
a 5°C para que la reaccion tenga lugar. Pasada las 24 horas se tendra un
precipitado en caso de resultado positivo. La disolucién que contiene el pellet se
introduce en una centrifuga (2000 rpm, 5 min.), con el objetivo de separar todo el
precipitado del sobrenadante. Posteriormente se hacen tres lavados con 10mL de
agua destilada (5°C) evitando la disolucion del pellet. Para asegurar que el
producto final no contenga humedad, el tubo que contiene el pellet se introduce a
una estufa a 50°C por 48 horas, para obtener la masa final seca (complejo

alcaloide — reactivo Dragendorff) mediante la siguiente ecuacion:

Pb-aLc(g) = Pfinalg) — Ptubog)

Dénde: Pp.aLc: peso Dragendorff + peso alcaloide; Psina: peso final (tubo + pellet);

Ptubo: PESO inicial.
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Mediante la diferencia de pesadas se obtendré la concentracion de cada muestra
comparada con una curva del patrén realizada con Matrina ((7aS, 13aR, 13bR,
13cS) — dodecahidro - 1H, 5H, 10H — dipirido [2,1 - f:3,2’,1" - ij] [1,6] naphthiridin —

10 - uno) (rango de concentracion: 0,01 - 0,5mg/mL).

Pruebas colorimétricas:

Es la técnica mas usada para determinar la concentracion de MS (Hernandez y

Gonzaélez, 2002).

La cuantificacion de fenoles totales se determind mediante el método de Folin-
Ciocalteu descrito por Garcia (2003). La determinacion de proantocianidinas se
llevé a cabo mediante la metodologia reportada por Porter y col. (1998), validada

por Makkar y Becker (1999).

Para cuantificar los fenoles totales y las proantocianidinas se necesita primero
extraer los metabolitos en un solvente apropiado (etanol:agua, 70:30), afiadir
200mg de muestra mas 5mL de la solucién anterior, extraer por 30 minutos en
bafio ultrasénico y dejar en agitacion por 24 horas a temperatura ambiente (20°C).
Para fenoles totales, luego se toman 0,5mL de extracto muestra y se le agregan
2,5mL del reactivo de Folin (10% v/v), se deja en reposo por 8 minutos y se
agregan 2mL de Na,COg3 (75¢g/L). La muestra se dejan a 45°C durante 15 minutos;
mientras que para proantocianidinas se desarrolla color con el reactivo HCl/n-

butanol/Fe*" mediante calentamiento (60°C) durante 15 minutos.

Finalmente, se procede a leer en una longitud de onda especifica en un

espectrofotometro (A fenoles: 765nm; A proantocianidinas: 550nm) y se calcula las
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concentraciones mediante la ecuacién de la recta y = mx + b (y= absorbancia, x =

concentracion (mg/L)).

Estos resultados se comparan con la curva patron desarrollada con fenol y tanino

de pino (ver Anexo 1), respectivamente.

Pruebas de cromatografia:

Se utilizé la cromatografia gaseosa acoplada a espectrofotometria de masas (GC-
MS). La técnica constituye un método fisico de separacion para la caracterizacion

de mezclas complejas.

Las condiciones en las que se desarrollo el ensayo fueron las siguientes: gas de
carrier: helio 100Kpa, inyeccion splitless 1:20, temperatura del inyector: 250°C,
temperatura del detector: 300°C, temperatura del horno: 150°C, 1 minuto en la
isotermal, entre 150-300°C a 10°C/min, luego 20 en la isotermal. La Esparteina
((7S, 7aR, 14S, 14aS) — Dodecahidro - 7,14 — metano — dipirido [1,2 -a;1',2'-€] [1,5]

diazocina) se us6 como un estandar externo.

El GC-MS consistié en un equipo Shimadzu modelo QP-50-50A (equipado con un
HPS MS 30m x 0,25mm de columna) y una fase estacionaria de 0,25um. Detalles
de alcaloides identificados fueron reportados por Meissner y Wink (1992) y Carey
y Wink (1994). Dichas publicaciones se utilizaron como antecedentes para
identificar el perfil fitoquimico y tratar de detectar alcaloides especificos en las

muestras.

Prueba de germinacién y crecimiento vegetal:
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El ensayo se llevo a cabo en el Laboratorio de Fitoquimica de la Facultad de

Ciencias, UCSC.

Se inocularon 3 semillas de perejil (Coriandrum sativum, Verdifresh) en bandejas
de germinacion de poliestireno (40 x 20 cm) con 50 pocillos (4 x 3 cm) cada uno;
los cuales se rellenaron con humus comercial (humus lombriol, Anasac) con 80%
de humedad. Se midi6 durante 45 dias la germinacion y el crecimiento de las
plantulas; las cuales fueron sometidas a un régimen de luz-oscuridad de 12 horas
a 20°C y riego manual (frecuencia semanal) con 10mL de soluciones acuosas

(1,0; 5,0 y 10%, v/v) que contenian los extractos de cada planta.

La extraccion inicial de los principios activos polares, para el ensayo de
germinacion y crecimiento, se desarrollé utilizando 5g de hojas adultas como
material vegetal en 100mL de H,O ligeramente acidificada con 1mL de HCI (1%).
La extraccion se efectu6 a 30°C durante 72h bajo agitacion constante. Los
extractos experimentales diluidos se prepararon en relacion volumen/volumen. Las
soluciones controles se prepararon a partir de una solucién acuosa de HCI 1%

(VIv).

El conteo de la germinacién se realiz6 de manera visual; mientras que la altura de
la planta se midié con una regla graduada desde la superficie del sustrato hasta la
hoja apical de la plantula. La longitud de la raiz se midi6 al final del experimento
con el uso de una regla graduada. La plantula fue removida cuidadosamente del

sustrato y se midi6 desde la punta de la raiz principal hasta el inicio del tallo.
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Cada pocillo se consider6 una unidad experimental y se utilizaron 10 pocillos por

tratamiento.

3.3. Anélisis estadistico

Para el procesamiento de los datos se utilizdé un disefio completamente
aleatorizado, para lo cual se empleé la opcibn GLM (General Lineal Model)
correspondiente al paquete estadistico SPSS version 10.0. Fue usada la docima
de comparacion multiple de SNK (Student-Newman-Keuls) y las medias fueron

comparadas segun P < 0.05.

Los datos obtenidos a partir de los ensayos cualitativo (clasificacion automatica),
con el objetivo de establecer similitud en los patrones fitoquimicos de las especies
estudiadas, se llevaron a una escala numeérica (1-ausenciay 2, 3, 4-presencia). El
analisis de conglomerados se realiz6 mediante el método de Ward, utilizando la

distancia euclidiana como criterio de diferencia entre los casos.

RESULTADOS Y DISCUSION

Se realizaron una serie de experimentos de caracter cualitativo, de cuantificacion,
pruebas de cromatografia (CG-MS) y un ensayo biolégico en la Facultad de

Ciencias de la UCSC.

4. Anéalisis cualitativo
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Los grupos de metabolitos detectados de las distintas especies en estudio fueron
los siguientes: alcaloides, taninos, fenoles, saponinas, flavonoides,
triterpenos/esteroles, carbohidratos, aceites volatiles, acidos grasos, antocianinas,
quinonas, cardenolidos, amino&cidos y compuestos amargos. Los compuestos no
detectados en ninguna de las especies estudiadas fueron las cumarinas, los

carotenos, los mucilagos y los cianégenos.
4.1. Alcaloides

Los alcaloides fueron detectados mediante la utilizacion del reactivo de
Dragendorff, el cual, presenta una coloracion naranja y al combinarse con los
extractos de prueba (cloroformo, etanol o agua) en un medio acidificado (gotas de

HCI al 1%), este debera cambiar su tonalidad y/o producirse un precipitado.

A continuacion se presenta una serie de tablas que describen los resultados del
analisis fitoquimico cualitativo en términos de deteccion de alcaloides para cada

tipo de extracto.

Tabla N°2: Resultado del andlisis cualitativo de alcaloides en el extracto
cloroférmico

Especies Hojas Tallo Corteza
Conium - - N
Lupinus +++ ++ +++
Teline ++ + N
Pino (adulto) - - -
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Pino (joven) - - -

Aromo (adulto) - - -

Aromo (joven) - - -

Acacio (adulto) - - -

Acacio (joven) - - -

Espinillo - + N

(+++) Abundante presencia; (++) Mediana presencia; (+) Poca presencia; (-) Total ausencia; (N) No

se efectuo ensayo.

Tabla N°3: Resultado del analisis cualitativo de alcaloides en el extracto etandlico.

Especies Hoja Tallo Corteza
Conium - + N
Lupinus + + +
Teline ++ ++ N
Pino (adulto) + - +
Pino (joven) - - +
Aromo (adulto) + + +
Aromo (joven) + + +
Acacio (adulto) + + +
Acacio (joven) + + +
Espinillo + + N

(+++) Abundante presencia; (++) Mediana presencia; (+) Poca presencia; (-) Total ausencia; (N) No

se efectud ensayo.

Tabla N°4: Resultado del andlisis cualitativo de alcaloides en el extracto acuoso.

Especies Hoja Tallo Corteza
Conium + - N
Lupinus +++ +++ +
Teline +++ +++ N
Pino (adulto) - - -
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Pino (joven) - - R
Aromo (adulto) +++ + +
Aromo (joven) + + +
Acacio (adulto) ++ ++ 4+
Acacio (joven) ++ + +

Espinillo +++ +++ N

(+++) Abundante presencia; (++) Mediana presencia; (+) Poca presencia; (-) Total ausencia; (N) No
se efectud ensayo.

La presencia de alcaloides y compuestos aminados en el tejido vegetal de
arvenses que crecen en diversas condiciones de suelo y clima ha sido reportada

por Ho-Zoo y Won Chu (2001).

Los alcaloides en las especies estudiadas tiende a encontrarse mas
frecuentemente en el extracto etandlico, seguido por el acuoso. Los alcaloides de
baja polaridad, solubles en cloroformo, se detectaron en pocas muestras. Sin

embargo, fueron abundantes en la biomasa de Lupinus y Retamilla.

Los alcaloides tienen una mayor afinidad a detectarse en extractos medianamente
polares, mientras que en el cloroformo la aparicién de precipitado fue casi nula;
sb6lo una pequefia fraccibn de muestras presentdé un cambio respecto a la
tonalidad inicial (Figura N°2). Estos resultados infieren que la mayoria de las
especies estudiadas exhiben alcaloides de mediana a alta polaridad, tipico de
especies que se encuentran en etapa de crecimiento (Garcia, 2003). Vale la pena
sefialar que ademas del atomo de nitrégeno presente en los alcaloides, estos
compuestos también pueden contener atomos de carbono en diferentes estados
de oxidacion los cuales le confieren polaridad a dichas moléculas (Harborne,

1993).
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Figura N°2. Frecuencia de deteccion de alcaloides segun el tipo de extracto.

Los alcaloides también se han encontrado en arboles de uso forrajero, de forma
general en plantas dicotiledoneas (Ramos et al.,, 1998) y especialmente en
leguminosas forrajeras del género Erythrina (Sotelo et al., 1996). La elevada
presencia de alcaloides de las arvenses estudiadas sugiere que quizas estos
compuestos jueguen un papel ecofisiolégico importante en el éxito de
sobrevivencia de dichas especies en los ecosistemas de Chile; considerando que
muchos alcaloides de arbustivas y herbaceas se han reportado como compuestos
con fuerte actividad alelopatica y repelente de otras especies vegetales (Carey y

Wink, 1994; Sotelo et al., 1996; Garcia, 2003).

4.2. Fenoles

El reactivo FeCl3 (1%) produce una coloracién negra en los extractos de muestras
con presencia de fenoles. La mayoria de los ensayos realizados fueron positivos,

aun mas en los extractos acuosos, alcanzando niveles superiores al 80% de
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frecuencia de aparicion (Figura N°3). Combinando los resultados de ambos
extractos (acuoso y etandlico) se constatdo un 100% de ensayos positivos en la
corteza, lo que sugiere que los fenoles pueden tener una funcion de defensa
contra especies de herbivoros e insectos depredadores en dichas especies
lefiosas. Adicionalmente, la coloracién negra resultante de los ensayos positivos,
es una de las caracteristicas de los extractos que contienen una amplia diversidad

de estructuras hidroxiladas (Sung-Suk et al., 2000).
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Figura N°3. Frecuencia de aparicion de fenoles acorde al tipo de extracto.

Los tejidos vegetales son ricos en una amplia variedad de polifenoles (Rice-Evans
et al., 1997), segun esta afirmacién, la corteza contiene gran diversidad de este
grupo de metabolitos secundarios, lo cual en sentido general se traduce en un
fuerte caracter antioxidante, antinutricional y repelente; dependiendo de los tipos

de fenoles que se puedan encontrar en dicha parte de la planta.
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En este sentido, considerando la solubilidad de cada fraccidn, los resultados
sugieren que los fenoles presentes en las hojas y los tallos de las especies
estudiadas son de bajo peso molecular; ya que es conocido la mayor solubilidad
de fenoles de mediana y elevado peso molecular en solventes tales como etanol y

propanol.

Sin embargo, los fenoles presentes en las cortezas estudiadas pudieron ser de
tipo oligémero/polimero de flavonoides (taninos condensados), los cuales exhiben
mayor afinidad por etanol, en comparacion con el agua (Garcia, 2003). No
obstante, ensayos adicionales tales como analisis por cromatografia de exclusion
molecular y resonancia magnética nuclear deben ser realizados, con el objetivo de

dilucidar la naturaleza de estos compuestos.

4.3. Taninos

Este grupo de metabolitos puede presentar varios tipos de funcionalidades en su
estructura, lo cual lo hace una macromolécula con un peso molecular considerable
(Makkar y Becker, 1999; Garcia, 2003). El analisis consiste en una precipitacion
con proteinas (gelatina 10%) y la formacion de turbidez en la muestra, en caso de

resultados positivos (Makkar y Becker, 1999).

Los taninos fueron detectados en mayor abundancia en el extracto acuoso para
hojas y tallos, esto se pudo constatar mediante la rapida turbidez generada y un
instantaneo cambio de color, el cual; no fue tan notable en el extracto etandlico
(Figura N°4). Sin embargo, mas del 50% de las muestras analizadas exhibieron

resultados positivos.
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Figura N°4. Frecuencia de aparicion de taninos acorde al tipo de extracto.

Por otra parte, es bien conocido la funcidén repelente y alelopatica que tienen los
taninos que precipitan proteinas en los ecosistemas (Boros et al., 2010); lo cual
enfatiza que este grupo de compuestos debe ser estudiado a profundidad para
identificar una posible utilizacién de la biomasa tanica, considerando que muchas
de las especies estudiadas no son identificadas convencionalmente como plantas

con elevado contenido de taninos en Chile.

Con respecto a la solubilidad, los resultados confirman las tendencias observadas
en el caso del andlisis de los fenoles; por lo que probablemente existe una fraccion
de polifenoles de menor peso molecular en las hojas y los tallos, mientras que en
la corteza aparentemente se concentra una mayor fraccion de taninos de medio o

elevado peso molecular.

4.4. Flavonoides
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Los ensayos oscilaron desde coloraciones rosadas tenues hasta tonos rojos

intensos. Asi mismo, algunas muestras formaron una tonalidad amarilla muy clara.

Los flavonoides contienen en su estructura grupos fendlicos en los anillos Ay B,
por lo que encontrar altos niveles de flavonoides en la corteza sugiere
inequivocamente la presencia de flavonoides libres y taninos condensados

(poliflavonoides) en esta parte de la planta (Figura N°5).
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Figura N°5. Frecuencia de aparicidon de flavonoides acorde al tipo de extracto.

Los flavonoides son pigmentos naturales presentes en los vegetales y que
protegen al organismo del dafio producido por agentes oxidantes, como los rayos
ultravioletas, la polucién ambiental y le herbivoria (Martinez-Flores et al., 2002).
Segun lo reportado en numerosas investigaciones, los flavonoides se encuentran
en la corteza para dar proteccion integral a las plantas lefiosas;

independientemente de su clasificacion taxon6mica, habitat y condiciones
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edafocliméticas (Stafford, 1997; Croteau et al., 2000; Segler, 2001; Martinez-

Flores et al., 2002).

45. Carbohidratos

Las azUcares presentaron una alta presencia en hojas y corteza (Figura N°6). La
diferencia mas clara se observé al comparar los resultados obtenidos en los
extractos etandlicos y acuoso para los tallos; donde se nota una afinidad de los
carbohidratos por el medio acuoso. Estos resultados ponen de manifiesto que los
sacaridos presentes en dicha biomasa son de bajo peso molecular y no
polisacaridos tipo almidon (Garcia, 2003), los cuales presentan mayor afinidad por

otro tipo de solventes de menor polaridad que el agua (Holloway y Jeffree, 2004).
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Figura N°6. Frecuencia de aparicion de carbohidratos acorde al tipo de extracto.

Las cortezas en conjunto con las hojas exhiben la mayor frecuencia de aparicién
de azucares debido a que los procesos metabdlicos de 6rganos aéreos, asi como

la pared celular, necesitan de estos carbohidratos para su funcionamiento efectivo
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y sostén estructural, respectivamente. Adicionalmente, la biomasa
fotosintetizadora contiene la mayor cantidad de azucares en las plantas vasculares
(Pistelli, 2002). Este resultado es esperado, considerando que las azUcares de
bajo peso molecular son el principal producto de la biosintesis en las plantas

superiores (Panter et al., 2007).
4.6. Metabolitos pertenecientes a otras funcionalidades

Los siguientes grupos de metabolitos s6lo se pueden encontrar en un tipo de

extracto, debido a las caracteristicas de polaridad de cada uno de ellos (Figura

N°7).
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Figura N°7. Frecuencia de aparicibn de metabolitos secundarios acorde a su
funcionalidad.

Cada uno de los grupos de metabolitos se presenta en diferente frecuencia,
dependiendo de la funcién que desempefian en la especie y el estatus metabdlico

de la planta en el momento del muestreo.
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Los acidos grasos se detectaron en un 100% en las muestras, lo cual indica que
estos compuestos son comunes para todas las especies estudiadas y no producen
diferenciacioén en el perfil fitoquimico de las arvenses. Este resultado es esperado,
considerando que la mayoria de los acidos grasos son metabolitos primarios en
las plantas superiores (Garcia, 2003; Langenheim, 2003; Holloway y Jeffree,

2004).

Los triterpenos/esteroles se detectan mediante el reactivo de Liberman-Buchard;
la coloracion azul o amarilla indica si es uno o el otro grupo de compuestos,
respectivamente. La mayoria de las muestras presentan un color verde-azul, por lo
gue se sugiere presencia combinada de esteroles y terpenos. La elevada
frecuencia de aparicion de esteroides es bien conocida, ya que estos compuestos
se encuentran toda la biomasa que se encuentra en constante crecimiento (lves,
2003). La mayoria de los esteroles vegetales son hormonas fitoreguladoras que
participan en numerosos procesos metabdlicos (Jarvis, 2000; Ives, 2003). En tal
sentido, esta fraccion poco polar debe ser estudiada con mayor profundidad para
establecer posible bioactividad asociada a la presencia de estos grupos de

compuestos.

Los compuestos amargos se detectan en mayor abundancia que los aceites
volatiles en las malezas; ya que éstas necesitan de forma mas efectiva un agente
defensivo en sus tejidos que tenga algun olor o sabor especifico. Las especies
leguminosas L. arboreus y T. monspessulana tienen un sabor muy amargo;

mientras que el helecho (C. maculatum) exhibié un aroma mas desagradable que
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el resto de las especies; a estos resultados se arribé mediante un ensayo

organoléptico.

Los aceites volatiles estuvieron presentes en una mediana frecuencia; estos se
detectaron mediante el olfato, al secar los tubos de ensayo que contenian las
muestras en cloroformo; el cual fue previamente evaporado. En sentido general,
estos compuestos tienen un olor penetrante que puede influir en la aceptabilidad o
repelencia hacia especies de animales que habitan en el mismo ecosistema

(Jarvis, 2000).

Las antocianinas se analizan mediante gotas de H,SO, y calentamiento en bafio
Maria por 10 minutos. Las cortezas presentaron mayor cantidad de estos
compuestos (biomasa de acacia y aromo, tanto joven como adulto). Debido a su
condicion de polifenol se realizaron posteriormente ensayos de cuantificacion, con

vista a profundizar en la caracterizacion de la fraccion de fenoles.

Por su parte, los cardendlidos se analizan sobre papel de filtro, donde se agrega la
muestra mas el reactivo de Kedde (el papel se decolora a rosado); mientras que
las quinonas se detectaron mediante un ensayo de Oxido-reduccion. La
importancia de la baja frecuencia de aparicibn en las especies arvenses es
positiva ya que estos compuestos son considerados factores antinutricionales para
animales y humanos (Herl et al., 2005). En este sentido, la poca presencia tanto
de cardendlidos, quinonas y saponinas avizora un uso potencial de la biomasa
como fuente de compuestos quimicos beneficiosos tanto para animales y
humanos; sin embargo, se debe conocer con antelacién los niveles en los que se

encuentran los compuestos mayoritarios con el fin de sugerir su uso.
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Por otra parte, es de esperar que las quinonas sean abundantes en la corteza, ya
gue conforman un gran nimero de estructuras monociclicas, biciclicas o triciclicas
gue se encuentran asociadas a compuestos polifendlicos en una gran variedad de

plantas (Van Gorkom et al., 2000).

Otro punto a destacar son los resultados obtenidos en las pruebas de deteccién de
las saponinas. Las saponinas se analizan mediante agitacion en tubo de ensayo
para medir la altura de la espuma por 30 minutos. Solo el aromo generé espuma
persistente (altura: 1,5 cm); lo cual se estima como un bajo contenido. Asi mismo,
en las especies arvenses se observé un bajo indice; lo cual nos sugiere que estas

especies no usan sapotoxinas como medio de defensa (Macias et al., 1999).

4.7. Metabolitos no detectados

Cuatro grupos de metabolitos secundarios no fueron detectados en ningun caso.

Considerando la alta toxicidad de la cumarinas es una ventaja su ausencia en las
especies arvenses con el fin de su uso en la alimentacion. Sin embargo, esto
puede ser catalogado como una desventaja debido a que el presente estudio se
enfoca en encontrar metabolitos con actividad biolégica alelopatica (muchas
cumarinas son repelentes). Adicionalmente, la importancia de las cumarinas se
evidencian en el campo farmacoldgico, en el que destaca cada vez mas el ndcleo
cumarinico en la terapia anti-cancer (Riveiro et al., 2008; Belluti et al., 2010); asi

como es el desarrollo de numerosas formulaciones utilizadas en la agricultura.

En otro orden, el papel de picrato utilizado para identificar cian6genos no mostré

decoloracion en su tonalidad amarilla luego de esperar 15 minutos a bafio Maria.
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Los ciandégenos conforman una parte importante de compuestos involucrados en
el mecanismo de defensa contra depredadores. Estas plantas contienen altas
cantidades de glicésidos cianogénicos que son los causantes de la intoxicacion

por liberacion de acido cianhidrico (HCN) (Larcher, 2003).

Conociendo la capacidad toxica de los ciandgenos, ocurre algo similar que la
reflexion realizada para el caso de las cumarinas. Para el fin del presente estudio
es una desventaja no haber identificado este grupo de compuestos por su caracter
alelopatico y repelente de insectos y animales. Sin embargo, también constituye
una ventaja que las especies no presenten este metabolito por su alta toxicidad en

humanos.

En este sentido, pareceria evidente la propuesta de dos estrategias de
aprovechamiento de la biomasa encaminadas a: (1) el desarrollo de extractos
potenciales con actividad herbicida e insecticida y (2) la formulacion de extractos

de plantas no toxicas para su uso como medicina o como aditivo nutricional.

Por otra parte, los carotenos fueron analizados en una placa de porcelana donde
se agregaban gotas del reactivo de Carr-Price, el cual crea una turbidez en las
muestras. La principal funcién bioldgica de los carotenoides es la de servir como
pigmentos accesorios en la recoleccién de la luz durante el proceso fotosintético, y
como sustancias fotoprotectoras; inhibiendo la propagacién de especies reactivas
de oxigeno y otros radicales libres, por tanto impidiendo la accion nociva de éstos
a nivel celular (Graham y Rosser, 2000). Las implicancias asociadas a la ausencia
de carotenos en las especies estudiadas no son significativas para los objetivos de

la presente investigacion.
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Los mucilagos se localizan como material de reserva hidrocarbonada y de agua en
plantas o como elementos estructurales en vegetales inferiores (algas),
proporcionandoles elasticidad y suavidad. Estos compuestos se encuentran como
una sustancia viscosa. A simple vista ninguna de las muestras estudiadas

presentd dicha caracteristica.

Segun lo explicado para mucilagos y carotenos, estos dos grupos de metabolitos

no tienen una alta repercusion en el marco de este estudio.

5. Analisis de agrupacion en las pruebas cualitativas

Los resultados fitoquimicos se procesaron mediante analisis de clasificacion
automatica (cluster), el cual define cuales de las especies estudiadas presentan un

perfil similar en términos de grupos de metabolitos (Figura N°8).

En general, los dendogramas muestran la formacion de dos grandes
agrupaciones. Las hojas del Conium y Pino (mantillo) son las biomasas menos
parecidas quimicamente; mientras que tanto la biomasa joven como adulta de

Pino, Acacia y Aromo exhiben una composicion fitoquimica similar entre si.

El dendograma del andlisis efectuado con los datos obtenidos de las hojas denota
claramente como las especies arbustivas y herbaceas se agrupan en un cluster en
particular, mientras que los arboles se sitian en otro conglomerado. Sin embargo,
el Acacio y el Aromo también aparecen situados en el grupo de los arbustos
(ambas en estado adulto); lo cual refleja un cambio en la composicion de

metabolitos mientras éstas se encuentran en la etapa de crecimiento.
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Dendrograma que utiliza un enlace de Ward
Combinacion de clister de distancia re-escalada
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Figura N°8. Dendogramas que muestran la similitud de los patrones fitoquimicos
de las plantas estudiadas, considerando los metabolitos mayoritarios en hojas.

(E: espinillo; AcAd: Acacia adulto; ArA: Aromo adulto; PAd: Pino adulto; PJ: Pino joven; ArJ: Aromo
joven; AcJ: Acacia adulto; PM: Pino mantillo).

Los resultados de los analisis desarrollados con los resultados obtenidos en los
tallos muestran una mejor separacion de patrones fitoquimicos entre los arboles y
las hierbas; ya que existen notables diferencias de metabolitos entre ellos. El
aromo adulto y el Conium son los menos parecidos desde el punto de vista

fitoquimico.
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Dendrograma que utiliza un enlace de Ward
Combinacion de clister de distancia re-escalada
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Figura N°9. Dendogramas que muestran la similitud de los patrones fitoquimicos
de las plantas estudiadas, considerando los metabolitos mayoritarios en tallos.

(ArA: Aromo adulto; AcJ: Acacia adulto; AcAd: Acacia adulto; ArJ: Aromo joven; PAd: Pino adulto;
PJ: Pino joven; E: Espinillo).

Los resultados del analisis efectuado en las cortezas describe que el pino joven y
el pino adulto se encuentran separados en cada extremo del dendograma (son las
dos muestras mas desiguales fitoquimicamente); mientras que las muestras de
aromo y acacia estan presentes en la misma rama (tanto jovenes como adultos).
Este dltimo resultado describe que las Ultimas especies no muestran diferencias
sustanciales de metabolitos a medida que crecen. Sin embargo, la notable

diferencia en la composicion cualitativa de metabolitos para el Pino sugiere
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cambios sustanciales en la composicion de la corteza durante el crecimiento. Este
resultado es coherente con los reportes que describen que la corteza proveniente
de arboles adultos de Pino (mayor a 14 afios) contiene una fraccion importante de

extractivos (Chiapusio et al., 2004).

Dendrograma que utiliza un enlace de Ward
Combinacion de cliister de distancia re-escalada

[u} a3 10 13 20 23
Pad 5 1 1 L 1 1
Ard g
Arh 4
= Acd 7
Achd 5]
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PJ 3

Figura N°10. Dendogramas que muestran la similitud de los patrones fitoquimicos
de las plantas estudiadas, considerando los metabolitos mayoritarios en corteza.

(PAd: Pino adulto; ArJ: Aromo joven; ArA: Aromo adulto; AcJ: Acacia joven; AcAd: Acacia adulto;

PJ: Pino joven).
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6. Anédlisis Cuantitativo

El interés final de este estudio hace centrar el enfoque en el efecto potencial que
se pueda encontrar en los extractos de las plantas estudiadas, es por esto que se
cuantifican los niveles de los alcaloides, fenoles y proantocianidinas (taninos);

como compuestos de elevada abundancia y representatividad en la biomasa.

6.1. Alcaloides totales

Una gran cantidad de alcaloides de caracter farmacoldgico han sido encontrados
en multiples plantas, su cuantificacion genera importantes descubrimientos sobre

la estructura molecular y su comportamiento alelopatico (Gizasa y Souto, 2001).

Para su cuantificacion mediante gravimetria se requiere el uso de una curva de
calibracion a partir de un alcaloide patron; la Matrina, un herbicida natural de uso

comercial (figura 6).

Figura N°11. Estructura quimica de la Matrina (herbicida natural utilizado para
desarrollar la curva patrén).

La figura N°12 muestra los niveles de alcaloides de las muestras estudiadas.
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(E: Espinillo; P(Ad): Pino adulto; P(J): Pino joven; Ar(Ad): Aromo adulto; Ar(J): Aromo joven;

Ac(Ad): Acacia adulto; Ac(J): Acacia joven).

Figura N°12: Concentracion de alcaloides totales en hojas, tallos y corteza de
especies arvenses en Chile.

En hojas, la especie Acacia (joven) y Lupinus exhiben los valores maximos de
alcaloides, seguido por el Aromo. En los tallos, la tendencia se dirige a Lupinus, el
aromo joven y la acacia adulta. Por otra parte, segun los resultados obtenidos en
la corteza, los valores pueden ser catalogados como muy bajos. En sentido
general, las especies lefilosas no mostraron diferencias considerables con

respecto al contenido de alcaloides de hojas y tallos.

Vale la pena destacar que la mayor fraccion de alcaloides se observd en las
especies leguminosas, lo cual enfatiza la importancia de estos compuestos en

dicha familia botanica (Sotelo et al., 1996; Garcia, 2003).

45



Otra particularidad notable que debe sefialarse consiste en que los mayores
niveles de alcaloides se encontraron en las hojas; mientras que los valores en los
tallos y en la corteza fueron bajos. Estos resultados exhortan a la realizacion de
estudios mas exhaustivos para conocer la naturaleza de la fraccién alcaloidal de
estas plantas; aun cuando es conocido que la parte aérea y los frutos constituyen

en general la principal fuente de alcaloides (Sotelo et al., 1996).

Un aspecto que llama la atencion es la elevada concentracion de alcaloides en las
hojas jovenes de Acacia. Este resultado no ha sido previamente reportado en la
literatura cientifica y propone el desarrollo de ensayos complementarios para

analizar la fraccion alcaloidal de dicha planta.

6.2. Fenoles totales

Los niveles de fenoles fueron elevados particularmente en la corteza; por lo que se
deduce que la mayoria de los metabolitos se presentan como parte de defensa
guimica de las especies lefiosas (pino, aromo y acacia), tanto en la biomasa

adulta como joven.

Las especies Espinillo, Lupinus, Teline y Conium no presentan valores altos de
fenoles. De hecho, tres de las especies estudiadas tienen muy baja concentracion
(Figura N°13). Los fenoles como es bien conocido forman parte importante de los
sistemas bioquimicos de proteccion; al parecer estas malezas carecen de
polifenoles y se especializan en desarrollar otro tipos de metabolitos secundarios,

tales como alcaloides y esteroles, como estrategia evolutiva.
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Acacia joven; E: Espinillo).

Figura N°13: Concentracion de fenoles totales en hoja, tallo y corteza de especie
arvenses en Chile.

Molgaard et al., (2011) estudio el efecto antimicrobiano de extractos de plantas
nativas de Chile donde se estudiaron 40 especies de plantas chilenas utilizadas
para el tratamiento de heridas e infecciones, asociadas a la medicina natural del
pueblo Huilliche. Su efecto antimicrobiano fue evaluado contra los hongos
Penicillium expansum, Candida albicans y las bacterias Bacillus subtilis, P.
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli y Streptococcus pneumoniae.
Los resultados obtenidos indicaron que 13 de las especies de plantas evaluadas
presentaron actividad antimicrobiana, entre ellas destacan: Acaena argéntea

(Cadillo), Aristotelia chilensis (Quélon), Blechnum chilense (Costilla de vaca),
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Francoa appendiculata (Palqui), Gevuina avellana (Avellana) y Laureliopsis

philippiana (Laurel).

Por su parte, Ocares (2012) seleccion6 13 especies de plantas nativas que crecen
entre la VIl y IX region de Chile, con el objetivo de evaluar su capacidad
antagonista frente a cepas de Escherichia coli y Salmonella spp.; donde concluy6
gue los tres extractos que presentaron mayor efecto antimicrobiano en la prueba
de inhibicién en placa fueron los extractos metandlicos de las especies de Lingue

(Persea lingue), Nirre (Nothofagus antértica) y Picha (Myrceugenia planipes).

Ademas, se han encontrado compuesto fenolicos en semillas de chia (Salvia
hispanica L.) (Tosco, 2004), en especies de orégano mexicano (Lippia graveolens
Kunt) (ruiz et al., 2005), en la flor de Jamaica (Hibiscus sabdariffa) (Olvera-Garcia,
2003). En términos cuantitativos, contenidos de fenoles totales inferiores al 5%
son considerados moderados para especies vegetales. Sin embargo, plantas con
contenido superiores son catalogados como de elevada fraccion fenodlica (Garcia,
2003). En sentido general, todas las biomasas provenientes de las especies
lefiosas exhibieron valores superiores al 5%, lo cual enfoca el interés en efectuar

un estudio mas profundo posteriormente.
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6.3. Proantocianidinas totales (taninos condensados)

El maximo valor de proantocianidinas se observé en la hoja joven de acacia,
seguido por la hoja adulta. El tercer valor mas alto lo tuvo la corteza de Pino
adulto. Las especies arbustivas no presentan valores de proantocianidinas
considerables. La biomasa de Acacio presenta los resultados mas sobresalientes

con respecto a la cuantificacion de proantocianidinas (Figura N°14).

Las proantocianidinas son sintetizadas por las plantas principalmente en respuesta
a un estrés o agresion externa como pueden ser periodos prolongados de sequia,
alta radiacion ultravioleta o como defensa contra un herbivoro o infeccion por
agentes patégenos. Por lo tanto, la presencia de estos compuestos es muy
variada dependiendo de multiples factores tanto intrinsecos de la planta (especie,
procedencia, variedad o partes vegetales) o extrinsecos como la intensidad
luminica, la temperatura, la maduracion y la zona de cultivo (Vallverdu-Queralt et
al., 2012). Segun lo citado, las especies en las que se observa bajo contenido de
proantocianidinas no deberia encontrarse bajo estrés inducido o en su defecto no

constan con este grupo de metabolito como estrategia de defensa.
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Acacia joven; E: Espinillo).

Figura N°14: Concentracion de proantocianidina (tanino condensado) en hoja, tallo
y corteza de especies arvenses en Chile.

Vale la pena destacar que la mayor fraccion polifendlica se detectd en la corteza
de las especies lefiosas. Sin embargo, las especies de Acacia exhibieron
concentraciones de polifenoles en la biomasa comparable, y en algunos casos
superiores, a las de Pino; especie de conifera catalogada como una de las de
mayor contenido de polifenoles en Chile. Estos resultados describen la factibilidad
de estudiar y aprovechar los taninos condensados presentes en A. dealbata y A.

melanoxylon como alternativas al uso tradicional de tanino condensado de corteza

de Pino radiata en Chile.
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7. Analisis cromatografico del extracto alcaloidal (GC-MS)

Los resultados muestran un alcaloide mayoritario entre las especies estudiadas, la
Lupanina, un compuesto comiunmente encontrado en otras malezas y especies
arbéreas y arbustivas, fue detectado en la mayoria de los casos (Figura 7). La

tabla N°5 muestra las particularidades del analisis.

Tabla N°5: Resultado del analisis cromatografico (GC-MS) de extractos
alcaloidales acuosos de arvenses Chilenas.

Especies Tlempo Area Altura [ A/H| % total Compuesto Mayoritario
ret. (min)
Espinillo (tallo) 11,750 1.514.655 473,7 |3.20( 100 Lupanina
. . N-(2-Acetilciclopentilideno)
Teline (hoja) 10,167 4.648.008 1.089,0 |4.27| 100 . g
ciclohexilamina
Lupinus (hoja) 11,817 109.873.873 | 32.146,1 | 3.42| 99,68 Lupanina
Lupinus (corteza) 11,767 14.125.410 | 5.622,7 |2.51 100 Lupanina
Lupinus (tallo) 11,775 51.276.586 | 19.435,0 | 2.64| 98,3 Sophocarpina
Aromo (Ad hoja) 15,983 341062 17.969,0 | 1.90( 100 9-Octadecenamida (Z)
Acacio (J hoja) 11,750 2.104.096 666,1 |3.16 100 Lupanina

Ad: Adulto; J: Joven.
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9-octadecanamida Lupanina Sofocarpina

N-(2-Acetilciclopentilideno) ciclohexilamina

Figura N°15. Estructura de alcaloides detectados en arvenses chilenas por
cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masas (GC-MS)

La Lupanina se encuentra mayoritariamente en plantas del género Lupinus,
representa un importante compuesto quimico de defensa contra microorganismos
patdgenos (virus, bacterias, hongos), y contra otras especies de plantas que
causan competencia, ademas de poseer actividad antifingica (Knecht et al.,

2006).

Segun investigaciones de Zamora-Natera et al. (2005), se determind la
composicion y concentracion de alcaloides en semillas de Lupinus exaltus Zucc,
donde hallaron la Lupanina en tallos, hojas, frutos y flores; concluyendo que este
alcaloide se encontraba en mayor abundancia en los frutos, por lo que, al
considerar los frutos como 6rganos de alto valor nutricional existe un riesgo de

intoxicacion al utilizar L. exaltus como forraje en las etapas de desarrollo de vainas
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y fructificacién debido al alto contenido de alcaloides totales y mayor abundancia

de Lupanina en estas estructuras reproductivas.

Mediante dicho estudio se logr6 comprobar que la Lupanina es mas activa y su
accion farmacologica es inmediata en comparaciéon con la Esparteina, debido a
gue la primera se difunde mas rapidamente a través de las membranas biolégicas,
y la duracién de la actividad es méas corta que la Esparteina. Esto demuestra que
dichos alcaloides puro, o en forma de sales (clorhidratos y sulfatos), administrados
en dosis altas actian como toxicos, pero cuando se administran en dosis
moderadas actian como medicamento (Sotelo et al., 1996; Sepulveda-Jiménez et

al., 2003; Knecht et al., 2006).

Por su parte, se han realizado estudios que revelan el efecto somnifero del
alcaloide 9-octadecanamida en 7 especies de plantas medicinales peruanas y su
capacidad antioxidante; mediante la evaluacion de veintinueve extractos de las
siguientes especies vegetales: Cinnamomum zeylanicum (canela), Calophyllum
brasiliense (lagarto caspi), Myrciaria dubia (camu camu), Minthostachys mollis
(mufia), Alchornea castaneifolia (hiporuro), Smallanthus sonchifolius (yacén),
Lepidium peruvianum y Lepidium meyenii (maca), por el método de la
decoloracion del radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazilo (DPPH) (Zhao et al., 2005;

Castafeda et al., 2008; Cravatt et al., 2009).

A la luz de estos antecedentes los resultados son alentadores, considerando el
objetivo final de la presente investigacion. En este sentido, extractos polares, o en
su defecto extractos acuosos de alcaloides de las especies arvenses estudiadas
pudieran ser nocivos para el crecimiento de plantas indeseables en condicién de
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cultivo controlado o en situaciébn comercial. Sin embargo, los bioensayos de
germinacion y crecimiento, o en su defecto los ensayos de citotoxicidad son la via
mas adecuada para aclarar el potencial de los alcaloides y de compuestos
fendlicos sobre la fitoregulacion (Foo et al., 1997; Ghasempour et al., 1998; Jarvis,

2000; Garcia, 2003).
8. Bioensayo de germinacion y crecimiento

Las pruebas para la evaluacion del efecto de extractos vegetales sobre el
crecimiento de plantas modelos resulta de gran utilidad en vista a visualizar
potenciales usos en areas relacionadas con la agricultura y la conservacion de los
recursos naturales. De esta manera, se pueden identificar preliminarmente
extractos o componentes con efecto alelopatico, potencialmente utilizables para el

control de malezas.
8.1. Pruebade germinacion

En este sentido, los extractos acuosos de metabolitos secundarios polares
provenientes de las especies en estudio (hojas adultas utilizadas para el
bioensayo) mostraron un efecto inhibidor de la germinacion del perejil,

independientemente de la concentracion del extracto (Figura N°16).
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Figura N°16. Efecto de extractos vegetales en la germinacién de perejil (C.
sativum) a 15°C.

C: control, Ac: acacio, Ar: aromo, P: pino, T: teline (retamilla), E: espinillo, L: lupino, H:

helecho.

Sin embargo, los porcentajes de germinacion fueron bajos también en el control.
Estos resultados se relacionan directamente con el tipo de ensayo desarrollado
(bandejas de germinacién con sustrato organico), el cual se llevé a cabo a

temperatura ambiente durante el periodo invernal del 2016.
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El efecto inhibitorio fue mas marcado en los extractos de mayor concentracion
para el caso de especies herbaceas y arbustivas vy lo inverso en el caso de las
lefiosas. Esto resultados pudieran estar relacionados con el tipo de metabolito o
grupo de compuestos que ejercen el efecto inhibidor (Facchini, 2001; Ives, 2003;
Chiapusio et al., 2004; De Cortes et al., 2005; Fernandez-Orozco et al., 2006;
Fukiko et al., 2015). Vale la pena destacar que entre los extractos de especies
lefiosas, los de pino afectaron notablemente la germinacién; mientras las
disoluciones de las herbaceas y arbustivas los extractos de L. arboreus (Lupino)

ocasionaron la mayor inhibicion.

En este sentido, es bien conocida la accion inhibitoria de alcaloides y polifenoles
en la germinacion y el crecimiento de numerosas plantas y la toxicidad en
animales (Stoms, 1982; Kinghorn y Balandrin, 1984; Petterson et al., 1987; Strack
et al., 1991; Muzquiz et al., 1994; Lopez-Amoros et al. 2006; Fernandez-Orozco et
al., 2006; Troszynska et al., 2006; Ghiassi-Tarzi et al., 2012). Sin embargo, este
tipo de efecto no se ha documentado en la literatura considerando la mayoria de

las especies evaluadas en el marco de esta investigacion.

En especial, diferentes especies del género Lupinus han sido catalogadas como
alelopaticas debido a su elevada concentracién de alcaloides mayoritariamente en
los frutos y la biomasa aérea (Wink y Hartmann, 1981; Wink y Witte, 1984; Wink y
Witte, 1985; Wink y Twardowski, 1992; Wink, 1994; Wink et al., 1995; Wink, 1998;
Hirai et al., 2000; De Cortes et al., 2005). En dichas especies se han detectado la
presencia de alcaloides en un rango variable (L. angustifolius, 1.51 %), (L. albus,

2.36 %), (L. campestris, 2.45 %), (L. angustifolius; lupanine: 0.55 %, angustifoline:
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0.45 % y 13-hydroxylupanine: 0.38 %). Sin embargo, L. arboreus, leguminosa
estudiada en esta investigacion y de elevada distribucién en Biobio, no se conocen

este tipo de efecto.

De igual forma, el poder alelopético de diferentes especies de pinos (Pinus sp.) ha
sido evaluado en numerosa condiciones experimentales. Especies tales como
Pinus densiflora y Pinus halepensis muestran un fuerte poder alelopatico frente a
otra especies vegetales. En sentido general, este efecto se ha atribuido al lixiviado
de compuestos con estructuras no muy bien definidas en algunos casos

(Fernandez et al., 2013; Fukiko et al., 2015).

Considerando que el pino mostro sobresalientes niveles de polifenoles totales, y el
Lupino una significativa proporcion de alcaloides, los resultados aparentemente
pudieran ser atribuibles a estas dos fracciones mayoritarias de metabolitos;
partiendo de la base que en los extractos polares utilizados en el bioensayo se
detecto la presencia de ambas agrupaciones simultaneamente. No obstante se
requieren realizar ensayos con extractos purificados, para dilucidar los

compuestos que particularmente afectan la germinacion en cada caso.
8.2. Prueba de crecimiento

Por otra parte, la altura de la plantula describe de igual manera un efecto supresor
de los extractos en funcién del tipo y la concentracion (Figura N°17). Sin embargo,
los extractos provenientes de plantas lefiosas ocasionan un efecto inhibidor menos
marcado que los extractos de plantas herbaceas. Inclusive a la mas baja

concentracion (1%), no se observan variaciones notables en la altura respecto al

57



control. Asimismo, vale la pena hacer notar el efecto activador del crecimiento
asociado al extracto de Acacio al 5%, el cual condiciond alturas superiores a la
alcanzada en las plantulas control. Este resultado es coincidente con algunos
reportes que describen que la accion fitoreguladora de determinados compuestos
se encuentra asociada fundamentalmente al tipo de metabolito en particular; asi

como la concentracion (Wink y Witte, 1985).
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Figura N°17. Efecto de extractos vegetales en la altura de perejil (C. sativum) a
15°C.
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C: control, Ac: acacio, Ar: aromo, P: pino, T: teline (retamilla), E: espinillo, L: lupino, H:

helecho.
8.3. Pruebade longitud de laraiz

De igual manera, la medicion de la longitud de la raiz evidencié un efecto selectivo

de los extractos en funcién de su procedencia y concentracion (Figura N°18).

Concentraciones extremas de los extractos provenientes de leflosas ocasionaron
una elongacion significativa de la raiz, mientras que la concentracion intermedia
(5%) del extracto de Acacio y de Pino tuvo un efecto inhibidor del crecimiento de la

raiz.

Por su parte, en todos los casos los extractos de las plantas herbaceas y
arbustivas inhibieron el desarrollo de la raiz de perejil. El efecto inhibitorio del
extracto de Lupino fue el mas significativo, independientemente de la

concentracion.
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Figura N°18. Efecto de extractos vegetales en la longitud de la raiz de perejil (C.
sativum) durante la quinta semana posterior a la emergencia de la plantula.
C: control, Ac: acacio, Ar: aromo, P: pino, T: teline (retamilla), E: espinillo, L:

lupino, H: helecho.

En sentido general, los extractos provenientes de las hojas de las especies
lefiosas estudiadas, ricos en polifenoles y bajos en alcaloides, tienen un efecto
detrimental en la germinacion, moderado y selectivo en la altura de la planta y
activador del crecimiento de la raiz. Sin embargo, los extractos de las especies
herbaceas y arbustivas, compuestos por una fraccion baja en polifenoles pero
significativa de alcaloides, inhibieron la germinacion, la altura de la plantula y la

longitud de la raiz de manera definitoria.

Los resultados avizoran la posibilidad de purificar los extractos mediante métodos
cromatograficos; asi como dilucidar la estructura de los compuestos presentes,
con el objetivo de ganar conocimiento sobre el efecto fitoregulador de dichos

extractos.
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CONCLUSION

Mediante el tamizaje fitoquimico se detectaron con mayor presencia en las
especies arvenses estudiadas los alcaloides, los fenoles y los taninos. Los
alcaloides se detectaron en un 100% de las muestras en medio etanolico,
mientras que para fenoles y taninos prevalecié el medio mas polar
(acuoso). La poca presencia o poco potencial fitotoxico del resto de los
grupos de metabolitos no justifica una cuantificacion de dichos metabolitos
en el marco de este trabajo.

El analisis de clasificacion automatica permitié identificar especies con perfil
fitoquimico similar entre si. En sentido general, la biomasa de arbdreas
presentaron una composicidon de metabolitos secundarios diferente a la
biomasa de las arbustivas y herbaceas. Los diferentes habitats y la
morfologia de la planta pueden ser los factores diferenciales.

Los alcaloides muestran una mayor concentracion en las hojas de Lupinus
(arbustiva) y Acacio (arborea), lo que puede indicar una estrategia de
defensa general de dichas plantas contra otras especies vegetales y de

animales.
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Los fenoles se encontraron en concentraciones muy altas en la corteza; por
lo que se deduce que la mayoria de estos compuestos se presentan como
parte del sistema de defensa en pino, aromo y acacia; tanto en la biomasa
adulta como joven. Las especies arbOreas presentaron mayor

concentracion de fraccidn polifendlica en comparacion a las arbustivas.

En las especies de acacias (A. dealbata y A. melanoxylon) existe mayor
presencia de proantocianidinas (taninos condensados) durante su
crecimiento. EI mayor cambio se observa cuando se compara la corteza
joven con la madura.

La cromatografia gaseosa (GC-MS) indicé que el alcaloide mas frecuente
fue la Lupanina. Sin embargo, no fue posible detectar metabolitos de este
tipo en extractos provenientes de especies con elevada concentracion de
alcaloides mediante dicha técnica cromatografica. Estos resultados se
asocian principalmente a la inefectividad de la extraccion con HClI como
estrategia general para la obtencion de extractos crudos de alcaloides o a la
inespecifidad de las condiciones analiticas durante la cromatografia.
Estudios de optimizacién son requeridos con el objetivo de conocer los
mejores procedimientos de extraccion y analisis en cada caso.

La corteza de los arboles y las hojas de las especies arbustivas y
herbaceas constituyen la biomasa mas atractiva para el desarrollo de
estrategias de valorizacion que involucren el aprovechamiento de

metabolitos secundarios mayoritarios.
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Los extractos acuosos de las especies estudiadas influyen de forma
diferenciada en la germinacion y el crecimiento de C. sativum. El extracto
de Pino y el de las especies herbaceas afecta notablemente la germinacion
y el crecimiento. Sin embargo, el efecto es dependiente de la concentracion
del extracto. Un mayor numero de ensayos deben ser efectuados con el
uso de extractos de mayor pureza, para asi dilucidar el efecto especifico de

cada grupo funcional mayoritario en especies de prueba.
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Curva de calibracion polifenoles
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Anexo 1. Curva de calibracién a partir de dos polifenoles (Fenol y tanino soluble de

P. radiata).
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Curva de calibracion para alcaloides

0,7000

0,6000

0,5000

0,4000

0,3000

0,2000

Masa Dragendorff-Alcaloide

0,1000

0,0000
0,0000 0,0500 0,1000 0,1500 0,2000 0,2500 0,3000 0,3500 0,4000 0,4500

Concentraciéon (mg/L)

—@&— Diferencia peso ~ creeeeeer Lineal (Diferencia peso)

Anexo 2. Curva de patrén estandar a partir de un herbicida natural (Matrina).
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Anexo 3. Fotos de los picos cromatégraficos (tanto del patrén (a), como una
muestra representativa (b)) que muestra un alcaloide mayoritario.

Matrina:

Cromatograma (a)

Fraccionamiento de masas (a)




Lupinus (Hoja):

Cromatograma (b)

Fraccionamiento de masas (b)




